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生物 技术 必须 实现 产业 化 才能 给 人 民 造福 ， 了 到 得 应 有 的 社会 和 经 济 效益 。 根 据 国际 上 发 
展 生物 技术 的 经 验 和 资料 可 以 得 知 ， 在 医学 生物 高 技术 领域 中 ， 下 游 技 术 在 生物 技术 产品 成 
本 中 所 占 的 比例 极 大 ， 我 国 发 展 生 物 高 技术 的 实践 也 证 明了 这 一 点 。 可 以 说 ， 下 游 技 术 是 生 
物 高 技术 实现 产业 化 的 关键 。 ， . 

生物 工程 的 下 游 技 术 并 没有 明确 的 定义 。 在 我 国 ， 它 泛 指 从 工程 菌 或 工程 细胞 的 大 规模 
培养 一 直到 产品 的 分 离 纯化 、 质 量 监测 所 需要 的 一 系列 单元 操作 技术 。 其 中 ， 产 品 的 分 离 纯 
化 是 其 最 重要 的 组 成 部 分 . | 

在 国家 的 “863” 技 术 和 科技 攻关 计划 的 支持 和 推动 下 ， 伴 随 着 我 国生 物 高 技术 的 莲 勃 发 
展 ， 我 国 的 生物 工程 下 游 技术 也 从 无 到 有 地 建立 和 发 展 了 起 来 。 下 游 技 术 的 一 些 重要 环节 ， 
如 动物 细胞 的 大 规模 培养 、 分 离 纯化 技术 及 产品 的 质量 控制 与 分 析 等 ， 均 已 开展 了 相应 的 研 
究 工作 并 取得 了 可 喜 的 成 果 ， 动 物 细胞 培养 用 微 载体 、 分 离 纯化 用 特种 膜 及 器 件 、 分 离 纯化 
专用 介质 的 主要 品种 等 ， 均 已 研制 成 功 并 正 开展 中 试 或 已 组 织 小 规模 的 生产 。 一 个 符合 我 国 
国情 的 初步 配套 的 生物 工程 下 游 技术 的 研究 、 开 发 体系 正在 形成 ， 它 必 将 对 我 国生 物 高 技术 
实现 产业 化 发 挥 出 应 有 的 作用 。 

为 了 促进 我 国生 物 工程 下 游 技术 的 发 展 ，“863” 生 物 技术 专家 委员 会 委托 第 二 主题 专家 
组 于 1992 年 5 月 在 西安 召开 了 下 游 技术 研讨 会 ， 会 上 ， 闭 请 了 活路 在 下 游 技术 研究 工作 第 
一 线 的 专家 、 学 者 作 了 中 心 发 言 ， 就 下 游 技 术 发 展 的 现状 、 趋 势 及 特点 进行 了 交流 和 讨论 ， 
本 书 就 是 根据 西安 研讨 会 的 主要 内 容 加 以 修改 、 补 充 后 编写 的 . 

本 书 系统 而 详尽 地 介绍 了 用 于 生物 工程 下 游 的 一 些 关键 技术 ， 如 生物 反应 器 、 大 规模 细 
胞 培养 、 动 物 细胞 培养 用 微 载体 与 微 可 化 培养 方法 、 破 菌 技术 与 设备 、 有 机 与 无 机 分 离 、 纯 
化 介质 、 膜 分 离 介质 与 器 件 、 蛋 白质 的 制备 色谱 分 离 技术 与 方法 、 生 物 工程 产品 的 质量 监控 
与 分 析 检 测 方法 等 。 本 书 各 章 既 独立 成 章 又 互相 呼应 ; 既 着 力 于 发 展现 状 和 趋势 的 讨论 ， 又 
兼顾 了 基础 知识 与 背景 的 阐述 。 为 使 读者 对 生物 工程 下 游 技 术 有 一 个 全 面 的 了 解 ， 本 书 十 分 
重视 对 原理 和 实际 使 用 技术 的 介绍 ， 再 加 上 详尽 的 图 表 、 资 料 和 参考 文献 ， 使 本 书 兼 具 了 工 
具 书 的 作用 ， | 

由 于 作者 们 在 各 自 的 专业 领域 中 有 着 丰富 的 经 验 和 深厚 的 积累 ， 使 得 他 们 对 所 涉及 的 论 
题 能 驾 御 自 如 、 游 四 有 余 ， 他 们 对 下 游 技术 的 各 个 关键 环节 都 有 中 肯 的 评述 和 独到 的 见解。 
我 相信 ， 这 本 书 对 从 事 于 生物 工程 下 游 技术 研究 、 教 学 和 生产 等 方面 的 广大 同仁 ， 定 会 有 所 
m. 


顾 健 人 * 
1993 年 7 月 


* 上 海 市 肿瘤 研究 所 的 顾 健 人 教授 是 “863” 生 物 技术 领域 第 二 主题 专家 组 组 长 . 
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第 一 篇 ”生物 反应 器 及 大 规模 细胞 培养 


第 一 章 生物 反应 器 

| WW 
(清华 大 学 ,北京 ,100084) 
第 一 节 概 R 


各 种 细胞 及 其 代谢 产物 的 生产 过 程 都 要 通过 细胞 的 培养 ,而 细胞 培养 所 用 的 装置 就 是 反 
应 器 。 在 实验 室 培养 用 的 方 瓶 . 锥 形 瓶 是 反应 器 ,扩大 所 用 的 各 种 发 酵 装 置 也 是 反应 器 ,就 连 菌 
种 保存 用 的 琼脂 斜面 在 培养 阶段 也 是 反应 器 。 

细胞 的 生长 、 繁 将 ,代谢 作用 都 是 细胞 对 客观 环境 的 响应 ,与 鸡蛋 在 合适 的 条 件 下 髓 化 为 
小 鸡 是 一 样 的 ,生物 反应 器 的 作用 就 是 要 为 细胞 代谢 提供 一 个 优化 的 物理 及 化 学 环境 ,使 细胞 
能 更 快 更 好 地 生长 ,得 到 更 多 的 需要 的 生物 量 或 代谢 产物 。 

有 了 好 的 细胞 株 ,良好 的 培养 环境 就 是 决定 的 因素 了 。 细 胞 生长 需要 的 条 件 是 ， 

(1) 良好 的 物理 环境 。 最 主要 的 有 温度 .pH 值 , 溶 氧 量 \ 合 适 的 混合 强度 以 保证 细胞 与 
营养 物 的 接触 及 细胞 的 悬浮 等 。 

(C) 合适 的 化 学 环境 。 要 求 有 适宜 的 各 种 营养 物 的 浓度 ,并 限制 各 种 妨碍 生长 代谢 的 有 
害 物质 的 浓度 。 

研究 生物 反应 器 的 目的 ,一 是 要 确定 为 达到 一 定 的 生产 目的 需要 多 大 的 生物 反应 器 ,什么 
样 的 结构 更 好 ;二 是 对 已 有 的 生物 反应 器 进行 分 析 ， 达到 优化 的 目的 ;三 是 分 析 各 种 生物 反应 
器 的 数据 ,从 而 对 细胞 的 生长 .代谢 等 过 程 有 更 深入 的 理解 。 

由 上 所 述 可 以 知道 ,生物 反应 器 是 工程 学 的 一 个 部 分 ， 而 工程 学 的 最 重要 的 特点 就 是 要 定 
量 地 进行 研究 。 下 面 各 节 的 讨论 多 从 定量 的 角度 进行 分 析 。 

此 外 生物 反应 器 又 是 化 学 工程 的 一 个 分 支 ,在 反应 器 的 分 析 方 面 要 用 到 较 多 的 化 学 工程 
的 基础 知识 。 其 中 除了 化 学 反应 工程 要 在 下 面 较 详细 的 介绍 以 外 (结合 生物 化 学 反应 工程 ) ,化 
学 工程 还 包括 下 面 几 个 重要 的 内 容 。 

CO 流体 的 输送 及 混合 。 其 核心 问题 是 流体 之 间 动 量 的 传递 ,机械能 的 转化 。 

(2) 热量 的 传递 .对 于 生物 反应 器 要 考虑 发 酵 热 的 传 出 以 及 发 酵 缸 温度 的 控制 。 所 用 的 
手段 多 采用 间 壁 的 传 热 。 其 传 热 量 大 小 决定 于 冷 热 两 流体 的 温度 差 及 其 接触 面积 的 大 小 。 

(3) 物质 的 传递 .在 生物 反应 器 内 进行 着 各 种 物质 传递 过 程 ,如 细胞 内 外 物质 的 交换 、 营 
养 物 到 细胞 的 传递 . 氧 从 气泡 到 细胞 的 传递 二氧化碳 从 细胞 到 气泡 的 传 出 。 这 些 传递 过 程 的 
强度 主要 由 浓度 差 以 及 扩散 (传递 ) 的 面积 决定 。 
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对 生物 反应 器 进行 定量 研究 的 基础 是 生物 反应 动力 学 。 
二 节 ”细胞 生长 及 代谢 过 程 动力 学 


一 、 细 胞 生长 的 特点 .描述 方法 的 分 类 

动力 学 研究 的 目的 是 要 定量 地 描述 过 程 的 速率 以 及 影响 过 程 速率 的 诸 因素 。 生 物 过 程 动 
力学 研究 的 主要 问题 是 生物 反应 的 这 率 , 符 别 是 细胞 生长 的 速率 \ 各 种 基质 组 分 消耗 的 速率 
代谢 产物 的 生成 速率 。 

O) 反应 名 率 “单位 时 间 物 质 潜 度 的 变化 量 . 如 细胞 的 生长 速率 可 胡 示 为 az/at, 其 中 
为 细胞 浓度 Cg/L),t 为 时 间 Ch) ;代谢 产物 的 生成 速率 为 dp /dt, 基 质 的 消耗 速率 为 一 dsydt, 其 
中 7p 及 。 分 别 为 产物 和 基质 ( 碳 源 、 氨 源 等 ) 的 浓度 。 

D 得 率 系数 ”两 种 物质 得 失 之 间 的 计量 比 * 如 菌 体 生成 量 (生物 量 ) 对 基质 消耗 量 的 得 
率 系数 了 ww 一 一 dz /ds, 而 产物 生成 量 对 基质 消耗 量 的 得 率 系数 了 on 为 一 dp /dsi……。 特 别 值得 
一 提 的 有 两 点 :一 是 上 面 定义 式 给 的 是 微分 量 的 关系 , 即 得 率 系数 可 能 随 着 生物 培养 进程 有 变 
化 ,其 原因 主要 是 代谢 途径 有 所 变化 。 对 于 较 简单 的 过 程 有 时 得 率 系数 随时 间 变 化 不 大 ,也 可 
以 把 得 率 系数 表示 为 变化 总 量 之 间 的 关系 ,如 了 一 一 4: /4s; 第 二 点 是 在 分 析 代 谢 过 程 时 党 
用 一 个 特殊 的 得 率 系数 一 呼吸 商 , 它 是 释放 出 二 氧化 碳 的 摩尔 数 与 消耗 氧 的 摩尔 数 之 比 。 

” CO) ERR 是 单位 质量 的 菌 体 单位 时 间 引 起 某 物质 浓度 的 变化 量 ,如 菌 体 的 比 生长 束 
Ru E ,基质 的 比 消耗 速率 4, 一 一 二 9 产物 的 比 生成 速率 g， 一 十 字 。 在 作 动 力学 分 析 时 
比 速率 的 概念 是 很 重要 的 , 它 表示 菌 体 活力 的 大 小 ,能 力 的 大 小 。 

(4) ”理想 流动 与 非 理想 流动 ”前 已 说 过 动力 学 讨论 的 是 生物 反应 速率 与 各 环境 因素 之 
间 的 关系 ,在 研究 中 我 们 希望 确切 知道 在 生物 反应 器 内 各 点 环境 因素 的 值 . 但 实际 生物 反应 器 
尤其 是 较 大 的 生物 反应 器 由 于 混合 . 传 热 等 需要 时 间 , 其 内 部 往往 不 是 均一 的 ,给 研究 造成 困 
难 ,也 给 反应 器 的 放大 造成 困难 。 在 研究 小 型 反应 器 时 根据 其 流动 特点 分 为 两 种 理想 流动 模 
式 ,一 是 全 混 式 , 即 反应 器 内 各 点 浓度 及 其 它 条 件 均一 ;二 是 活塞 流 式 , 即 反 应 器 内 物质 沿 一 定 
方向 流动 ,完全 没有 反 向 混合 。 讨 论 反应 动力 学 时 常常 假定 生物 反应 是 在 全 混 的 状态 下 进行 
的 。 而 实际 反应 装置 因 其 流动 特点 常常 介 于 上 述 两 种 理想 流动 之 间 , 讨 论 及 计算 比较 复杂 。 

生物 反应 过 程 的 核心 问题 是 细胞 的 生长 。 

细胞 的 生长 (繁殖 )、 代 谢 是 一 个 复杂 的 生物 化 学 过 程 , 既 包 括 有 各 种 细胞 内 的 生化 反应 、 
胞 内 与 胞 外 的 物质 交换 ,也 包含 有 胞 外 的 物质 传递 及 生化 反应 。 与 一 般 化 学 工程 不 同 ,这 个 反 
应 体系 的 特点 是 多 相 \ 多 组 分 、 非 线性 的 体系 。 多 相 指 的 是 体系 内 党 含有 气相 、 液 相 以 及 菌 体 
( 国 ) 相 ,而 各 相 状态 及 物理 性 质 不 同 , 相 内 的 反应 及 传递 各 有 特点 ,相间 还 有 复杂 的 相互 作用 。 
多 组 分 反映 的 是 在 培养 液 内 有 各 种 营养 成 份 ,也 有 代谢 排出 的 各 种 产物 ,在 胞 内 更 有 具有 不 同 
生理 功能 的 大 、 中 、 小 分 子 化 合 物 。 非 线性 指 的 是 细胞 的 代谢 过 程 通常 不 能 用 线性 方程 或 方程 
组 来 描述 ,即使 简化 模型 中 的 参数 也 常 具有 时 变性 。 

除了 上 述 特点 以 外 ,细胞 的 培养 和 代谢 还 是 一 个 复杂 的 群体 的 生命 活动 ,通常 每 毫升 培养 
液 中 含 10' 一 10 个 细胞 ,而 且 象 任何 有 生命 的 东西 一 样 , 细 胞 都 经 历 着 新 生 、 成 长 ,成熟 直至 
衰老 的 过 程 ,在 其 生命 的 循环 中 也 存在 着 退化 与 变异 的 问题 。 
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因此 ,要 对 这 样 一 个 复杂 的 体系 进行 精确 的 描述 几乎 是 不 可 能 的 ,而 且 为 了 工程 的 目的 也 
不 必要 过 分 细致 。 在 进行 定量 的 描述 之 前 ,首先 要 进行 合理 的 简化 。 在 简化 假设 的 基础 上 建立 
起 过 程 的 物理 模型 ,再 据 此 推出 数学 模型 。 
通常 对 细胞 群体 所 进行 的 简化 假设 ,主要 有 两 方面 : 
(1) 是 否 考虑 细胞 内 部 复杂 的 结构 ? 
(2) 是 否 考 虑 细胞 之 间 的 差别 ? 
根据 上 述 两 方面 的 考虑 ,对 细胞 群体 可 以 有 图 1 一 1 所 示 4 种 模型 。 


非 结构 模型 结构 模型 
HARRA) O [URGE DERE RE 
ranan ”| 把 网 鸣 群 体 处 理 | 的 衡 生 长 (假设 》 | 网 胞 内 有 多 个 
为 -种 溶质 . 组 分 (结构 ) 
人 “平均 细胞 * 近 似 人 “平均 细胞 "近似 


不 考虑 细胞 结构 细胞 之 间 不 均一 
衡 生 长 (假设 ) 
离散 模型 但 各 种 细胞 nackqa 细胞 内 部 多 组 分 
不 均一 《实际 情况 ) 


.图 1-1 对 细胞 群体 的 描述 模型 


图 1-1 右 上 角 的 模型 是 非 离散 的 结构 模型 ,文献 上 简称 结构 模型 。 这 种 模型 把 细胞 分 为 
具有 不 同 生理 功能 的 组 分 ,各 组 分 相互 配合 .相互 转化 完成 了 整个 细胞 的 生长 .繁殖 及 代谢 。 这 
种 模型 考虑 到 胞 内 不 同 的 结构 单元 ,对 更 精细 地 分 析 细 胞 的 代谢 调控 是 很 重要 的 ,其 分 析 结 果 
对 于 过 程 的 优化 往往 具有 指导 作用 ,而 在 工程 菌 培 养 过 程 中 对 外 源 基因 表达 的 分 析 更 需要 用 
这 种 模型 ,结构 模型 考虑 了 胞 内 各 结构 单元 的 代谢 及 相互 作用 ,因此 列 出 的 方程 参数 多 、 复 杂 ， 
不 容易 解 ,即使 用 计算 机 求解 也 要 花费 相当 的 时 间 , 因 此 在 过 程控 制 中 较 少 用 这 种 模型 。 

图 1-1 中 左下 角 的 模型 是 离散 型 非 结构 模型 。 它 是 把 细胞 分 为 几 种 不 同形 态 或 功能 的 类 
别 。 总 的 细胞 量 是 各 类 细胞 量 的 和 ,各 类 细胞 有 不 同 的 生理 功能 。 对 于 培养 中 细胞 有 明显 差异 
(形态 、 功 能 ) 的 过 程 用 此 种 离散 模型 是 好 的 ,这 种 模型 也 有 一 个 缺点 , 即 分 别 测 出 各 类 细胞 量 
是 有 困难 的 。 . 

图 1-1 右 下 角 的 模型 描述 的 是 细胞 培养 的 实际 情况 ,但 在 求解 及 分 析 中 也 是 最 繁杂 的 ， 
因此 应 用 较 少 。 

上 述 3 种 模型 在 实际 过 程 分 析 中 应 用 较 少 ,本 章 不 作 详 细 讨 论 。 mE 

在 工程 上 应 用 最 多 的 是 图 1- 1 中 左上 和 角 非 结构 非 离散 模型 ,通常 简称 为 均衡 生长 模型 。 
由 于 这 种 模型 没有 考虑 细胞 内 部 的 结构 (组 分 ), 又 不 考虑 各 种 细胞 之 间 有 任何 差异 ,因此 可 以 
把 细胞 用 “浓度 ”这 一 个 量 来 描述 , 即 把 细胞 看 成 一 种 “溶质 ”, 从 而 简化 了 胞 内 外 的 传递 过 程 分 
析 , 也 简化 了 过 程 的 数学 描述 .对 于 相当 多 的 微生物 过 程 分 析 ,特别 是 过 程控 制 来 说 ,均衡 生长 
模型 是 可 以 满足 要 求 的 。 

二 ,均衡 生长 模型 

1. 细胞 生长 模型 

均衡 生长 模型 只 用 一 个 量 来 措 述 细胞 的 量 , 即 生物 量 或 细胞 的 浓度 .通常 用 每 毫升 培养 液 
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中 菌 体 个 数 或 干 菌 重 来 描述 。 
描述 细胞 生长 速率 的 一 个 重要 参数 是 比 生长 速率 4, 它 的 定义 是 


=+% (1—1) 
式 中 z 为 细胞 浓度 ;i 为 时 间 。 

因此 , 比 生长 速率 表示 在 单位 体积 内 单位 量 细胞 经 过 单位 时 间 增 加 的 细胞 量 。 这 种 增加 包 
插 生 长 和 繁殖 两 个 部 分 。 比 生长 速率 的 单位 是 时 间 的 倒数 , 即 hmin ak s7! 

如 在 一 段 培养 过 程 中 比 生长 速率 不 变 , 则 (1 一 1) 式 积分 得 到 菌 量 的 变化 为 ， 
z =z exp (ut) . (1—2) 
式 中 z。 为 1 二 0 时 的 菌 量 。 | i 

由 (1 一 2) 式 也 可 以 计算 在 一 段 均衡 生长 过 程 中 的 比 生 长 速率 : 

j= 了 了 in Ž (1—3) 

比 生长 速率 表示 了 菌 体 增长 的 能 力 , 它 也 受 菌株 及 各 种 物理 化 学 环境 因素 的 影响 ,在 菌株 决定 
后 环境 因素 中 研究 的 最 多 的 是 限制 性 底 物 的 影响 ， 和 Monod 方程 : 


a hs K p (1—4) 


us 为 最 大 比 生长 速率 ;天 为 饱和 系数 又 叫 Monod 常数 。 在 很 多 情况 下 用 Monod 方程 关联 基 
质 浓度 S 与 比 生 长 速率 u 的 关系 都 得 到 了 满意 的 结果 。 对 于 比较 粘 稠 的 发 酵 液 ， 由 于 菌 体 对 
基质 的 扩散 阻力 ,Monod 方程 有 偏差 , 常 可 用 Contois 式 表示 : 


S 
4 一 An S (1—5) 


AF K, 是 比例 系数 。 
对 于 高 密度 培养 ,特别 是 丝 状 菌 培养 过 程 ,应 用 上 式 常 得 到 满意 的 结果 。 
其 它 还 有 几 个 常用 的 关联 式 ， l 
对 于 基质 抑制 的 情况 Andrews 提出 


- s (1 一 6) 
HSHM K H-ST-ST/K, 
式 中 K; 表示 有 抑制 作用 时 的 饱和 系数 ;K。 是 反映 抑制 作用 的 比例 系数 。 
对 于 产物 抑制 的 情况 Aiba 提出 
- Am S K, 


=K, FS K, 4P 《1 一 7) 


对 于 限制 底 物 多 于 一 种 的 情况 
1 $5 
n ES, . K+S: UT 
AP SS: 表示 基质 中 不 同 的 组 分 浓度 ;Ki、K; 为 相应 的 饱和 系数 ， 
当然 菌 体 的 生长 还 要 受 许多 物理 因素 的 影响 ,例如 ,温度 .pH 值 等 。 目 前 多 把 这 些 因素 控 
制 在 最 佳 值 。 这 样 适当 选择 式 (1 一 人 一 (1 一 8) 就 可 以 定量 地 描述 蓝 体 的 生长 了 。 
2. 基质 消耗 的 模型 
基质 包括 细胞 生长 所 需 各 种 营养 成 分 ,其 消耗 主要 有 3 个 方面 :一 是 细胞 的 生长 ,合成 新 
4 . 


(1—8) 


的 细胞 ,二 是 细胞 维持 生命 要 消耗 能 源 物 质 ;三 是 合成 次 级 代谢 产物 。 这 样 可 以 建立 基质 消耗 
的 数学 模型 是 


ds 1dz ，，__ 19dP — 
dt Yp dt "7 Y, dt 0-9) 


式 (1 一 9) 右 边 各 项 依次 表示 菌 体 生长 .维持 及 次 级 代谢 所 消耗 基质 的 速率 .这 里 所 说 的 基质 包 
括 碳 源 、 氮 源 、 氧 及 其 它 营 养 源 。 式 中 7 了 ww 分别 表示 菌 量 对 基质 .产物 对 基质 的 得 率 系数 ; 
mx 为 菌 体 的 维持 系数 ,表示 单位 量 菌 体 在 单位 时 间 所 消耗 的 基质 量 , 通 常 主要 限于 产生 能 量 
的 碳 源 及 氧 的 代谢 。 

3. 产物 生成 动力 学 模型 

产物 主要 指 的 是 细胞 培养 过 程 中 代谢 生成 的 除 细胞 量 以 外 的 产品 。 按 照 其 生成 特点 产物 
的 生成 可 分 为 两 类 :生长 耦 联 型 及 非 生长 耦 联 型 .这 两 者 之 区 别 在 于 前 者 的 生成 只 是 在 细胞 生 
长 时 才能 生成 ,而 后 者 则 只 要 有 细胞 存在 就 会 生成 .至 于 具体 代谢 产物 究竟 是 哪 种 类 型 的 还 要 
从 代谢 动力 学 作 深入 的 分 析 . 通 常 把 抗生素 或 生物 毒素 看 作 是 非 生 长 耦 联 型 的 ,也 有 些 产物 可 
以 叫 混 合生 长 耦 联 型 , 即 既 与 生长 有 关 也 与 菌 量 有 关 , 产 物 生成 的 通用 模型 是 


CP lar (1 一 10) 


AF aL 5 是 与 生长 及 菌 体 有 关 的 比例 系数 ,与 前 面 Monod 常数 一 样 ,它们 也 受 菌 株 及 各 种 环 
境 因素 的 影响 ， 在 对 代谢 途径 作 了 一 番 研 究 以 后 可 以 列 出 相应 的 表达 式 表示 a、8 与 环境 因素 
的 关系 ,从 而 对 式 (1 一 10) 求 解 。 
实际 在 生物 培养 过 程 中 菌 体 的 生长 .基质 的 消耗 及 产物 的 生成 三 方面 是 交织 在 一 起 的 : 菌 
体 的 生长 消耗 了 基质 ,而 基质 浓度 的 变化 又 影响 菌 体 的 生长 速度 ,对 于 产物 也 是 这 样 。 因此 细 
胞 培养 整体 的 动力 学 模型 是 上 述 几 个 微分 方程 联 立 的 结果 。 已 知 初始 条 件 即 可 以 应 用 合适 的 
数学 方法 对 过 程 求解 及 分 析 。 | 
FB DLEPSE SES BR ACRE 27) 715€ 29 £0 2e VL HH 353 HE 129 722 Y FH EE 1-2 26: THES 
素 发 酵 过 程 代 谢 曲 线 。 这 是 一 个 中 间 有 补 料 的 批 式 培养 过 程 , 可 补 的 料 有 碳 源 一 一 糖 液 、 氮 源 
一 一 尿素 溶液 和 青霉素 发 酵 的 前 体 一 一 苯 酷 酸 。 为 了 研究 菌 体 的 生长 .前 体 的 消耗 .产物 的 生 
成 .基质 的 消耗 ,为 过 程 的 控制 提供 信息 , 拟 采 用 尽量 简化 的 模型 ,通过 代谢 曲线 的 分 析 及 菌 体 
形态 的 观察 提出 如 下 的 假设 。 | 
COO 菌 体 均 衔 生长 ,用 单一 参数 生物 量 来 描述 菌 体 。 | 
(2) 发酵 中 菌 体 呈 丝 状 ,浓度 较 大 ,最 高 达 40g/L ,因此 采用 Contois 方程 来 关联 比 生长 
速率 , 即 | 
U= nS / CK x +8) (IE 一 1) 
(3) 在 发 酵 过 程 中 菌 丝 缠绕 成 球菌 球 直 径 为 50— 300u m , 球 内 基质 浓度 受到 扩散 阻 
得 ,因此 用 基质 的 有 效 浓度 s 来 代替 发 酵 液 中 浓度 s, B 
s—S—K;yx (1E—2) 
(4) HASERBSL OG USE SIBEI) ETE dr EH e 
(5) ”在 合适 的 条 件 下 毛 源 、 溶 氧 均 不 是 限制 性 基质 。 
基于 上 述 假 设 ( 亦 即 物理 模型 ) 可 以 建立 数学 模型 。 


dz us r dV 


dt^ Kats V' dt (1E—3) 


4$ — 1 m 1 pr (P. T 
dí YK ats YK,tstS/K, "S y Oy di (E—4 
dP ust P aV 


—K,P— (IE— 5) 


3 K otsts/K V dt 


fO GE—6) 
ExXmv 表示 发 本 的 体积 ,因此 各 式 中 最 后 一 项 表示 由 于 注 加 物料 导致 体积 变化 而 引起 的 各 
组 分 的 “稀释 ”作用 ;P, 表示 糖 ( 碳 源 ) 的 流 加 速率 ;wo 为 产物 生成 的 比 速率 ;K; 为 抑制 常数 ;En 
为 水 解 速率 常数 。 用 多 批 实验 数据 ,采用 非 线 性 回归 方法 得 到 上 述 数 学 模型 中 各 参数 值 为 ， 
Hx K, Hp K, Ki, Ky 了 xm Y^ m, 
单位 n7 一 h" g/L g/L  h' 一 一 h^! 
值 0.108 0.662 0.138 0.148 0.438 0.0473 0.528 0.725 0.0146 
用 上 述 参 数值 ,与 发 酵 初始 条 件 . 流 加 条 件 可 以 计算 得 到 过 程 曲线 (图 1 725. 


图 1-2 青霉素 发 酵 过 程 曲 线 
L]—x;8—5.9—» 


0 
0 40 80 120 160 
irt fel .b 


由 图 可 以 看 出 计算 曲线 与 实验 点 是 符合 的 ,用 统计 方法 分 析 了 6 组 试验 91 个 数据 ,相对 
偏差 仅 4. 6% ,说 明 上 述 模型 是 合适 的 。 

三 ,其 它 模型 

上 面 介 绍 的 均衡 生长 模型 把 细胞 看 成 一 个 “溶质 ,没有 考虑 胞 内 的 结构 和 细胞 之 间 的 差 
别 。 在 分 析 胞 内 诱导 作用 、 对 基因 工程 菌 进行 动力 学 描述 以 及 细胞 形态 及 功能 有 较 大 差异 时 应 
用 上 述 模型 是 不 力 的 。 离 散 模 型 和 结构 模型 解决 了 这 些 困 难 。 由 于 考虑 问题 的 重点 不 同 ,文献 
中 所 建立 的 模型 是 很 多 的 。 下 面 以 一 个 形态 结构 动力 学 模型 实例 来 说 明 考虑 问题 的 方法 。 

LWE C (简称 CPC) 是 一 种 抗生素 , 它 是 由 一 种 霉菌 Cep halosporium acremonium 发 酵 
得 到 的 代谢 产物 。 研 究 发 酵 的 代谢 曲线 并 观察 菌 体 的 形态 得 到 如 下 假设 。 

DO ” 菌 体 具有 3 种 形态 : 菌 丝 (hn)、 膨 胀 的 菌 丝 (s) 和 节 抱 子 (a),3 种 形态 依次 转化 。 

(2) CPC 主要 由 膨胀 的 菌 丝 形态 产生 ，。 

(0 CPC 合成 酶 是 一 种 诱导 酶 , 它 受 胞 内 蛋氨酸 (Met) 的 诱导 ， RANER. 

O ”基质 ( 碳 源 及 氮 ) 主 要 被 菌 丝 及 膨胀 的 菌 丝 两 种 形态 所 利用 。 

上 述 假设 可 以 用 图 1 一 3 描述 。 | 

根据 这 一 物理 模型 可 以 建立 如 式 (1E 一 7) 到 式 (1E 一 22) 的 数学 模型 。 其 中 式 (1E 一 7)~ 
(CIE 一 11) 描 述 菌 体 的 生长 及 分 化 , 式 (1E 一 12) 一 (IE 一 14) 主 要 描述 葡萄 糖 和 蛋氨酸 的 利用 ,、 
式 (1E 一 15)~(1E 一 19) 描 述 胞 内 蛋氨酸 的 代谢 , 式 (1E 一 20)、(1E 一 21) 描 述 酶 的 合成 , 式 (1E - 
一 22) 描 述 产 物 CPC 的 生成 。 
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ee E 


菌 丝 (h) 膨胀 的 菌 丝 (s) 片断 WAFA) 
— C r O 
TE us E AER AO M E A 消耗 葡萄 糖 (glu) 
人 -一 AREAN me AS 图 1-3 头孢 霉 素 C(CPC) 发 酵 过 程 菌 体形 态 变换 
< 一 葡萄 糖 代谢 降解 物 抑制 RAMMER C 的 产生 过 程 
CPC 合成 本 
CPC 
dz». Lmg — fg ,mOz,—kpz (1E 一 7) 
"dé. =K -十 9 g» b DŽ h 
SE: 
—fi(g ,m)z,—y(g )z,—kpz, (OE—8) 
a 
a O )z,— kpz, (1E —9) 
ts) es] 

, k T 一 一 
Bg m)= ( utg Emm Ko+g QE 10) 
y(g )=kat a(z) QE— 11) 
dg Hm Zn Ymg Ts 
mh 1]E 一 
dt Yao EK) gK, EID 
d 
AT Ue TU. (1E — 13) 

Umm Lo Umm B 
Zn 一 元 十 了 UK, (1E— 14) 

dm, m V rutig Hm 

"dp UV ES. kaum in 一 [a ELI K,4-g ^ (1E— 15) 

dm, 7 max V sut C m )z ， 

di =U, +V EB tama cn, pA DEn mms) (1E— 16) 

dm, 

Ma puma HOE 和 2 *(my,—ma) (1E —17) 
de 1 es | .Q 一 (ia 十 5 jy .e. (1E— 18) 
dt z, Ma d Kg] ED Beg m2 

1-4-(c/a* )g 
二 一 一 一 一 一 一 一 ~ 1E 一 19 

l SIF e/a (Tn ( ? 

mco ta Era ERU (1E— 20) 

z 一 zh 十 zs 十 zs (IE 一 21) 

dP 

dt 005 kppP (1E —22) 


式 中 为 比 生 长 速率 ;U 为 比 消耗 速率 ;k 为 速率 常数 ;EK 为 常数 ;下 标 D 表示 落体 死亡 ;e 表 


示 CPC 合成 酶 活性 。 


上 面 14 个 微分 方程 中 所 包含 的 28 个 参数 , 按 方程 所 描述 的 对 象 分 为 3 组 :第 一 组 式 (1E 
—7)-— OE — 14) ,描述 细胞 代谢 的 宏观 过 程 ;第 二 组 式 (IE 一 15)~(1E 一 19) ,描述 胞 内 蛋氨酸 
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的 代谢 ; 余 为 第 三 组 ,描述 CPC 酶 及 产物 的 生成 。 用 实验 值 及 单纯 形 法 优化 得 到 如 表 1-1 所 


表 1-1 AHC 产生 模型 中 的 参数 值 


V me 1. 2üngCPC/(g 细胞 。h3)) 
Ks 12. 0(umol 蛋氨酸 /g 细胞 ) 
& 13.0Ch) 

x 0.29(—) 

a 0.15( 一 ) 

7 1.6—) 

n 5.1(—) 

kep 0.38(h-7D 

keo 0. 012(h-)) 


V Eim 8. 7 (umol 蛋氨酸 /(g 细胞 。h)) 
ka  7.1(h7)) 

VE 48. 6(h71) 

VP 6. 6(umol 蛋氨酸 /(e 细胞 - n5) 
ka 1.47 D 

Vr 2.2(h-)) 

ka  7.8(h71) 


um 0.069(h-!) 
Yo 0. 45(g 细胞 /g 葡萄 糖 ) 

Ke 0. 05(g 葡萄 糖 /L) 

kı 0.015(h-!) 

ki; 0.024Ch-!) 

ka 0.004Ch-!) 

ko 0.028(h-!) 

Km 0.001(s 蛋氨酸 /L) 

Ym 0. 023(g 葡萄 糖 /(g 细胞 .h)) 

. Us 0. 0012(g 蛋氨酸 /(g 细胞 。h)) 
Um 0. 0098(g 蛋氨酸 /(g 细胞 。n)) 
ko 0.014(h7D 


98 -组 :有 关 生 长 和 基质 消耗 的 参数 [ 式 (1E 一 7) 一 (IE 一 14]] 
第 二 组 :有 关 胞 内 和 蛋氨酸 积累 的 参数 [ 式 (1E 一 15)~(1E 一 17) (IE 一 20) (1E 一 21)] 


第 三 组 :有 关 CPC 侣 成 酶 及 产物 CPC 生成 的 参数 [ 式 (TE 18), (1E—19), (1E—22)] 


a75 aE 
d LE 
x "e 
4 g 5o HE 
: M RS 
d x 
am 25 E 
n M 
R SS ? 
" x 
E: m 
x? P 
时 间 ,h 时 间 ,h igi 


图 1-4 在 批 式 培养 中 CPC 产生 的 模拟 曲线 和 实验 曲线 
左 图 : 〇 一 总 细胞 量 ; 国 一 菌 丝 ; A — Wk 0 — v uo 
右 图 : 重 一 蛋氨酸 ;全 一 葡萄 糖 ; 人 一 细胞 内 和 蛋氨酸; 口 一 头孢 夫 素 


图 1 -4 给 出 了 按 上 述 模 型 计算 得 到 的 曲线 。 可 以 看 出 这 些 曲线 与 实验 点 拟 合 的 是 很 好 
的 ,特别 是 描述 了 胞 内 蛋氨酸 出 的 峰值 ,说 明 模型 是 好 的 。 进 一 步 用 上 述 模型 计算 分 析 初 始 葡 
萄 糖 浓 度 及 加 入 蛋氨酸 时 间 对 CPC. 产量 的 影响 ,计算 的 结果 为 以 后 实验 所 证 实 ,说 明 模型 具 
有 一 定 的 可 靠 性 。 

上 面 的 例子 说 明 结 构 模 型 在 描述 胞 内 诱导 作用 方面 是 成 功 的 ,所 得 结果 也 有 指导 作用 ,但 
计算 过 程 也 的 确 复杂 。 随 着 计算 技术 的 发 展会 出 现 更 好 的 动力 学 模型 。 


三 节 生物 反应 器 的 基本 类 型 
一 ,生物 反应 器 的 特点 及 分 类 


微生物 的 种 类 很 多 ,特点 各 蜡 ,生物 反应 器 也 五 花 八 门 ,各 以 不 同 的 方式 提供 适宜 的 生长 
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环境 ,图 1-5 为 一 个 用 于 青霉素 发 酵 的 大 型 生物 反应 器 。 青 每 素 的 发 酵 是 一 个 好 氧 的 深层 培 
养 过 程 ,该 设备 可 以 作为 好 氧 生物 反应 器 的 一 个 典型 代表 ,其 主要 组 成 部 分 为 : 

O 壳 体 ,提供 一 个 密封 的 环境 , 饶 内 外 不 能 有 泄漏 以 防止 杂 菌 污 染 。 为 了 高 温 灭 菌 , 要 
求 铅 体 设计 的 使 用 压力 要 达 0.3MPa 以 上 。 —— 

(2) 控 温 部 分 : 钠 上 装 有 测 温 的 传感器 及 冷却 或 加 热 用 的 夹 套 或 盘 管 (本 例 用 的 是 盘 


管 )。 


(3) 搅拌 部 分 :主要 功能 是 使 负 内 物料 良好 混合 ,从 而 使 苗 体 与 营养 物 有 充分 的 接触 。 同 
时 机 械 捞 拌 交还 有 利于 打 碎 气 泡 .强化 传 氧 。 本 例 用 的 是 平 奖 涡轮 , 共 3 排 ,顶部 还 有 一 个 消 泡 
的 桨 叶 。 | 

(4) IB ACE JAMES A JEN ^C METRE C D Ou T ARRENE 
FERE UR I SA M TE FE AO 2E ^CRE TIME TE 0. 10. 2M Pa CERO 。 : 


图 1-5 用 于 青霉素 生产 的 100m* 发 醉 铅 的 前 视图 
1 一 冷却 蛇 管 ;2 一 消 泡 桨 ;3 一 无 菌 密封 ;4 一 马达 ， 
5 一 齿轮 箱 ;6 一 轴承 装配 ;7 一 气体 出 口 ;8 一 档 板 ; 
9 一 平 桨 涡轮 ;10 一 分 布 器 ;11 一 消毒 空气 入 口 


| 


| 


| 


Mi 


| 


地 基 


(5) 进 料 出 料 口 (图 中 未 明 画 出 ) ,为 打 入 发 酵 原料 及 把 发 醇 产生 液 打出 要 设 加 料及 出 料 
口 。 此 外 为 了 操作 中 调 pH 值 .补充 营养 物 还 设 有 酸 夏 入 口 及 补 料 口 等 。 所 有 这 些 出 入 口 及 所 
属 管线 在 发 酵 前 都 要 能 良好 灭 菌 ,并 要 求 有 良好 的 密封 性 。 

(6) 量 测 系统 ,为 监测 发 醇 过 程 的 进行 ,在 发 酵 鲜 上 还 常安 装 各 种 传感器 ,如 pH 值 . 溶 
氧 传感器 等 生物 发 醇 体系 的 这 些 传感器 也 是 特殊 设计 的 ,一 般 要 承受 灭 菌 的 条 件 而 且 长 时 间 
稳定 。 
CO 附属 系统 ;在 钠 上 常 装 有 视 镜 ,以 观察 发 酵 液 的 情况 .在 镶 内 还 常 装 有 档 板 以 强化 发 
醇 液体 的 混合 。 | 
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种 ,适用 性 好 ,适应 性 强 , 从 小 型 到 中 型 ,到 大 型 的 细胞 培养 过 程 都 可 以 用 ,放大 容易 .其 缺点 是 
负 内 的 机 械 搅拌 剪 切 力 容易 损伤 娇嫩 的 细胞 ,造成 某 些 细胞 培养 过 程 减产 。 
另 一 种 较 常 用 的 发 酵 装置 是 气体 提升 式 发 酵 钠 ,图 1-6 为 其 各 种 常见 的 型 式 。 


内 循环 式 


L 
中 心 流 管状 循环 
(a) 正 常 流 (b) 反 向 流 (c) 加 内 构件 


DHELA _,(e) 分 高 柱状 宪 环 “深井 "(ICD (HS UOTE 


图 1-6 气体 提升 式 发 醇 铅 
6G 一 气体 流 ; 工 一 液体 流 


这 种 装置 的 特点 是 气体 从 钠 下 部 通 入 , 借 气 体 的 升力 带动 流体 在 整个 反应 器 内 循环 流动 
造成 良好 的 混合 。 反 应 器 内 整体 混合 均匀 ,而且 因 不 用 机 械 搅 拌 桨 ,减少 了 剪 切 作用 对 细胞 的 
伤害 。 就 其 结构 特点 又 分 为 内 循环 式 和 外 循环 式 两 大 类 。 由 于 液体 循环 流动 速度 较 快 ,因此 反 
应 器 内 供 氧 及 传 热 都 较 好 。 但 是 为 造成 良好 的 混合 , 气 升 式 反应 器 一 般 都 需要 做 的 较 高 (从 十 
几米 至 几 十 米 高 ) ,因而 空气 压缩 机 出 口 的 压力 也 要 高 些 。 如 果 培 养 过 程 中 要 补 入 较 多 的 营养 
物 ,而 料 滚 高 度 变化 又 较 大 时 对 反应 器 设计 要 求 也 是 较 高 的 ,显然 外 循环 式 是 很 困难 的 。 

.以 上 两 种 生物 反应 器 是 目前 实验 室 和 工业 上 用 得 最 多 的 。 它 们 的 区 分 主要 是 其 结构 及 混 
合 方式 不 同 。 m 
近年 来 随 着 生物 科学 的 一 系列 新 的 突破 ,人 们 已 开始 利用 动物 细胞 或 植物 细胞 进行 离 体 
大 规模 培养 ,以 获得 大 量 的 分 泌 产 物 。 动 植物 细胞 培养 所 用 的 生物 反应 器 与 前 面 所 介绍 的 生物 
反应 器 (用 于 微生物 细胞 培养 的 ?基本 是 一 样 的 。 但 由 于 高 等 细胞 比较 娇嫩 ,对 培养 条 件 要 求 更 ， 
10 


高 一 些 , 因 而 在 选用 及 设计 生物 反应 器 时 要 特别 考虑 以 下 几 点 。: 

也 避免 或 减低 由 于 机 械 搅拌 而 产生 的 剪 切 力 对 细胞 的 损伤 。 

@ 气 泡 的 表面 张力 可 对 细胞 造成 伤害 ,在 通气 时 要 防止 气泡 与 细胞 接触 。 

OFERIT pH 值 调节 或 补 料 时 要 严格 防止 化 学 环境 的 急剧 变化 对 细胞 的 伤害 。 如 不 能 用 
酸 碱 直接 加 入 的 方式 调节 pH 值 ,应 以 改变 COs/0z/N; 的 比例 为 主 进行 调节 。 

根据 这 样 一 些 考虑 已 有 悬浮 培养 或 中 空 纤维 细胞 培养 等 不 同类 型 的 反应 器 。 

值得 一 提 的 是 近年 来 一 些 工程 科学 家 提出 把 化 工 上 用 的 固定 床 或 流 化 床 反应 器 用 于 细胞 
的 培养 ,而 且 获 得 了 很 好 的 效果 。 图 1 一 7 为 固定 床 动物 细胞 培养 反应 器 的 实例 ,细胞 生长 在 大 
颗粒 的 载体 内 (12) ,培养 液 在 搅拌 桨 (5) 的 驱动 下 沿 管 (11) 上 升 在 顶部 吸收 氧气 再 沿 颗粒 床 
(12) 下 降 。(8) 是 一 个 微 我 (孔径 只 有 微米 级 ) 的 气体 分 布 器 它 可 以 把 空气 分 布 得 很 细 , 象 雾 一 
样 分 散在 营养 液 中 ,传递 效率 高 而 不 会 有 大 气泡 通过 细胞 培养 层 。 这 个 反应 器 已 用 于 动物 细胞 
的 大 规模 培养 。 . 


图 1-7 动物 细胞 培养 装置 
1 一 下 简体 ;2 一 上 简体 ;3 一 加 热 回路 :4 一 取样 及 放 料 阀 ; 
5 一 电磁 搅拌 器 (双向 ) ;6 一 传感器 接口 ;7 一 通气 口 ; 
8 一 微 孔 气体 分 布 器 ;9 一 多 孔 分 布 板 ;10 一 循环 管 ; 
”11 一 第 网 ;12 一 流 化 床 ;13 一 液 层 


生物 反应 器 还 可 以 按 其 操作 方式 分 为 下 面 3 类。 

O 批 式 培养 ” 指 的 是 营养 物 和 菌 种 一 次 加 入 进行 培养 ,直到 结束 放出 ,中间 除了 空气 
进入 和 尾气 排出 ,与 外 部 没有 物料 交换 。 实 验 室内 摇 瓶 培养 就 是 这 种 过 程 ,由 此 放大 到 铅 操 作 
也 比较 容易 ,传统 的 生物 产品 发 酵 多 用 此 过 程 .这 种 过 程 除 控 温 .通气 以 外 不 用 太 多 控制 ,操作 
简单 。 但 从 细胞 所 处 的 化 学 环境 来 看 , 则 明显 改变 ,培养 初期 营养 物 过 多 可 能 抑制 生长 ,培养 的 
中 后 期 可 能 又 因为 营养 物 浓 度 过 低 而 降低 培养 效率 。 从 细胞 的 增殖 来 说 ,初期 细胞 浓度 低 , 增 
长 慢 ,后 期 细胞 浓度 虽 高 ,但 营养 物 浓度 过 低 也 长 不 快 ,总 的 设备 生产 能 力 不 是 很 高 的 。 

(2) 连续 培养 ” 批 式 培养 是 一 种 间歇 的 培养 过 程 ,每 批 之 间 有 清洗 .准备 时 间 ,而 且 每 批 
都 是 在 不 断 改变 着 的 培养 基 中 培养 的 ,效率 不 高 ,各 个 饶 批 产物 的 质量 ,浓度 也 不 尽 相同 ,给 产 
物 的 分 离 . 纯 化 造成 一 定 的 困难 。 连 续 培 养 是 不 断 地 往 反 应 器 中 加 入 营养 物 ,利用 铅 中 的 菌 体 
增殖 得 到 产物 ,并 不 断 采 出 ,在 良好 的 控制 下 , 钠 内 的 增殖 速度 可 以 与 采 出 速度 相同 而 达到 稳 
态 , 选 择 好 的 状态 操作 可 以 大 大 提高 生产 能 力 。 实 际 进行 连续 培养 有 两 类 反应 器 :一 类 是 搅拌 
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铅 式 反应 器 , 因 其 铅 内 各 种 物理 化 学 参数 均一 ,这 种 反应 器 又 叫 恒 化 器 ; 另 一 种 是 管 式 反 应 器 。 
使 用 恒 化 器 , 钢 中 可 以 通气 ,操作 比较 方便 . 管 式 反 应 器 则 不 易 解 决 通气 问题 ,而 且 形 成 的 污 浙 
不 易 清洗 ,因此 在 生物 培养 中 用 得 不 多 。 

(3) ” 半 连 续 操 作 ”这 种 方式 介 平 批 式 与 连续 操作 之 间 , 常 用 的 一 种 是 在 批 式 培养 过 程 中 
不 断 补 入 营养 物 ,以 解决 营养 物 的 抑制 及 不 足 问题 ,这 种 方式 常 叫做 补 料 批 式 或 流 加 过 程 , 在 
近年 生物 培养 中 常常 采用 这 种 方式 以 造成 更 好 的 培养 环境 ,提高 设备 效率 ; 另 一 种 是 在 补 料 的 
同时 间断 地 采 出 一 定量 的 发 酵 液体 产物 ,延长 发 酵 培养 周期 发酵 周期 常常 由 于 菌 体 的 老化 而 
决定 结束 。 

连续 和 半 连 续 操作 利于 过 程 的 优化 是 近代 生物 化 工 的 方向 ,但 这 两 种 操作 因 有 物料 的 流 
入 . 采 出 ,因此 一 定 要 严格 防止 杂 菌 的 污染 ,对 设备 的 操作 控制 要 求 比较 高 。 

生物 反应 器 的 计算 中 用 到 的 一 个 最 重要 的 关系 是 物料 平衡 ,又 叫 物料 衡 算 , 实 际 是 物质 不 
灭 定 律 在 化 学 反应 器 中 的 应 用 。 

在 进行 衡 算 时 一 定 要 考虑 以 一 个 对 和 象 为 核心 ,其 流入 该 部 分 的 量 等 于 流出 的 与 反应 消失 
的 及 积累 量 三 者 之 和 , 即 
l 流入 量 == 流 出 量 十 反应 消失 量 十 积累 量 (1 一 11) 
所 考虑 的 对 象 要 求 其 中 是 均一 的 (浓度 .温度 ) ,可 以 是 一 个 混合 很 好 的 整个 设备 ,也 可 以 是 一 
个 微小 体积 又 叫 体积 微 元 ,此 外 衡 算 是 针对 一 定 的 组 分 ,如 菌 人体、 营养 物 中 的 任 一 种 、 产 物 等 我 
们 感 兴趣 的 组 分 ,在 进行 衡 算 中 还 要 注意 选 定 一 定 的 时 间 , 如 整个 发 酵 周期 或 单位 时 间 等 。 

流动 式 反 应 器 要 考虑 其 流入 及 流出 , 批 式 反 应 器 只 有 式 (1 一 11) 的 最 后 两 项 。 

二 、 批 式 反 应 器 

批 式 反 应 可 以 用 各 种 反应 器 ,其 中 以 机 械 搅拌 式 和 气 升 式 用 得 最 多 。 本 节 只 讨论 机 械 搅拌 
式 反应 器 的 特点 。 前 面 已 介绍 过 它 的 基本 结构 部 分 ,图 1 一 8 和 表 172 中 给 出 其 主要 的 结构 尺 


表 1-2 发 酵 包 的 几何 尺寸 


Di/Di Hy/Di. Hi/Di Hu/Di H o/Di Hy/Di Ni 


100 0.55 0.84 |. 1.0 1.0 — 0. 52 1 
700 0. 45 1.21 2.1 2.1 一 0. 88 1 
1500 0. 50 1. 17,1. 34 1. 11,1. 35 1.11 1.8 0. 48,1. 33 '! 2 
4100 0. 30 1. 38 1.0,1.3 1. 30 2.0 1. 0,1.3 : 2.8 
42000 0. 32 1. 32 1. 26 1. 26 一 1.24 2 


Di 一 搅拌 桨 直径 ; D ,一 发 酵 铁 直径 ; ;如 :一 负 体 装 液 高 度 , Fi , 妃 z 一 搅拌 桨 层 间距 离 ;Ni 一 搅拌 桨 层 数 ; 互 " 一 
搅拌 浆 路 镶 底 高 度 ; 开 : 一 上 找 痒 桨 距 液 面 高 度 。 


所 列 的 结构 尺寸 中 最 重要 的 是 铅 体 的 高 径 比 H L/D, 及 搅拌 桨 直径 SEG Di/D，。 
如 表 所 示 H/D SET Midi 1 左右 ,大 铅 在 1.4~1.5 之 间 。 为 了 提高 负 内 氧气 利用 率 , 近 年 
来 不 少 设计 中 及./D, 加 大 到 2—2.5 左右 ,而 D/D 一般 以 3 左右 为 宜 。 常 用 的 搅拌 器 有 平 
桨 、. 弯 时 及 箭 叶 (燕尾 ) 等 类 型 ,小 型 缸 的 搅拌 器 多 为 平 桨 (4 一 6 叶 ) 。 桨 叶 的 宽度 及 高 度 一 般 是 
桨 直径 的 0. 2 一 0. 25。 铅 壁 设 有 档 板 ,其 宽度 一 般 为 后 径 的 0. 1 左右 。 在 发 酵 仙 设计 中 还 有 几 
个 重要 参数 ,如 通气 量 及 搅拌 功率 ,这 将 在 发 酵 缸 放大 一 节 中 讨论 ;冷却 面积 ,针对 不 同 发 酵 过 
程 放 热量 的 大 小 ,冷却 所 需 面积 各 异 ,如 青霉素 发 酵 经 验 认为 冷却 面积 应 在 每 立方 米 发 酵 液 
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图 1-8 带 有 多 层 搅拌 桨 发 酵 钢 示意 图 


”设计 一 发 酵 装 置 所 需 镰 大 小 的 基本 计算 公式 为 ， 


Vo—P,/[01* C; * P * T,/CT -T,2] (1—12) 
ABOVSANAREHEULGIBERL m P 为 发 醉 液 中 产品 浓度 ,kg/m’; 
P, 为 目的 产品 的 年 产量 ,kg ; T , 为 每 年 总 开工 小 时 数 , 一 般 7200— 


7500h ; 
Ci 为 发 酵 缸 的 装 料 系数 ,一 般 0. 6 一 0. 7; T 为 发 酵 周 期 ,hi 
Ci 为 从 发 酵 液 中 提 得 产品 的 收 率 ; T, 为 发 酵 批 次 之 间 准 备 时 间 ，, 。 
由 (1 一 12) 可 以 看 到 ,决定 发 酵 饶 总 体积 的 因素 是 3 个 方面 :一 是 生产 能 力 P, 的 要 求 ;二 是 一 
些 操 作 条 件 的 确定 ,如 C1 C; T zz 等 :三 是 动力 学 参数 即 发 酵 液 浓度 与 发 酵 时 间 。 其 中 操作 
条 件 主要 根据 操作 经 验 、 体 系 的 特点 来 确定 。 而 动力 学 参数 P 和 7 的 确定 有 两 种 方法 : 


Ed 


Ze 图 1-9 批 式 培养 中 的 生产 率 


1 一 最 大 生产 率 ;2 一 总 生产 率 ;3 一 产物 的 生产 率 


细胞 或 产物 浓度 P 


T. To. Ti T, 
Rt [8] z 

第 一 种 是 通常 所 用 的 依据 工艺 优化 的 方法 , 即 在 不 同 条 件 下 作 发 酵 产 物 随 时 间 的 变化 ,并 
优化 之 。 对 简单 以 细胞 量 为 产物 的 情况 可 参见 图 1 一 9。 

由 图 可 见 由 7 到 P —t 曲线 切线 的 斜率 为 产物 的 生产 率 。 如 发 酵 在 7 结束 可 得 到 最 大 
生产 率 , 即 在 单位 时 间 内 由 单位 体积 的 发 醇 钠 可 以 得 到 最 高 的 产量 ,如 发 本 在 7, 结束 ,虽然 可 
以 得 到 更 高 一 点 的 产物 浓度 ,但 生产 率 有 明显 下 降 。 实 际 发 酵 周期 的 选择 还 要 考虑 到 基质 利用 
率 的 高 低 ,产物 分 离 的 难 易 等 等 。 | | 

第 二 种 确定 Pt 关系 的 方法 是 根据 前 面 介绍 的 动力 学 关系 ,再 通过 设备 特点 进行 计算 ,下 
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面 举 一 个 简单 的 例子 来 说 明 这 种 方法 。 
例 :用 批 式 反应 器 培养 单 细胞 蛋白 , 菌 体 的 生长 符合 Monod 关系 ,基质 只 消耗 于 菌 体 生 
长 , 即 其 它 消耗 可 以 忽略 不 计 。 


批 式 反应 器 中 物料 衡 算 的 基本 关系 是 ， . 
反应 器 中 的 积累 量 = 一 反应 所 消失 量 (1E—23) 
先 对 生物 量 进行 衡 算 。 作 衡 算 时 要 取 一 时 间 间 隔 , 如 取 一 足够 的 时 间 间 隔 可 以 得 到 ， 
Lm (4E —24) 
由 Monod 关系 得 到 ; 
dz mn 
dX. Ts (1IE— 25) 


如 果 批 式 反应 器 中 有 良好 的 混合 , 则 上 述 关系 代表 了 整个 反应 器 内 细胞 浓度 的 变化 .上 述 关系 
给 出 了 细胞 浓度 随时 间 的 变化 ,其 变化 率 与 基质 浓度 及 细胞 浓度 有 关 , 基 质 浓度 的 变化 为 ; 


Day (1E —26) 


式 中 Y 是 基质 对 细胞 的 得 率 (g 基质 /g 细胞 ) 。 如 在 发 酵 过 程 中 了 不 变 , 而 且 上 一 0 时 zx 一 zoS 
= S, , li 
S—8,—Y (x 一 ro) ^ (4kE—22D 
把 (IE 一 27) 关 系 式 代 入 (1E 一 25) 式 得 到 ， 
dz _ Hm? (So JTYzr:.—Yzr) 


(1E 一 28) 式 是 包含 zx,t 的 一 阶 微分 方程 ， 它 又 是 可 分 离 变 量 ,积分 求解 得 到 ， 
pt 一 yz n T . REL 过 (1E —29) 


图 1-10 批 式 发 酵 中 菌 量 与 基质 浓度 随时 间 变 化 
的 计算 曲线 


AS; X—a 


求解 时 仍 用 到 前 面 所 给 的 初始 条 件 , 解 得 (1E 一 29) 式 ,给 出 了 z. 与 上 的 关系 。 对 于 一 酵母 菌 发 
酵 的 实例 如 uu — 0. 15h 7 , K,— 0. 2g/L ,Y —2g 糖 /g 菌 ,So 王 30g/L,zo 一 4 外。 由 式 (]E 一 29) 
及 式 (1E 一 27) 可 以 求 出 * 与 5 随时 间 变 化 的 曲线 图 1- 10。 由 图 可 见 , 由 于 基质 的 消耗 , 菌 基 
在 12h 以 后 已 不 再 增长 而 且 基 质 浓度 也 几乎 为 0。 
这 个 例子 是 菌 体 生长 符合 Monod 关系 ,而 且 基 质 只 消耗 子 菌 体 生 长 的 简单 情况 ,只 要 能 
14 


用 数学 方式 表达 比 生 长 速率 与 各 量 的 关系 及 各 动力 学 方程 也 可 以 用 数值 积分 方法 求 出 过 程 曲 
线 ,以 对 过 程 进行 定量 的 分 析 。 

三 .连续 搅拌 钱 反 应 器 一 一 恒 化 器 ， 本 

恒 化 器 的 基本 操作 模式 如 图 1 一 11 BUR .物料 连续 地 以 体 税 流 量 F 流入 反应 器 ,并 以 同样 
流量 流出 去 。 流入 物流 中 基质 浓度 为 So EKREN rosso 一 般 为 0, 反 应 器 内 有 很 好 的 混合 , 即 
各 点 浓度 一 样 . 恒 化 器 的 操作 特点 是 其 流出 物流 的 浓度 与 反应 器 内 相同 ,而 且 加 入 的 物流 一 进 
入 反应 器 立即 与 反应 器 内 物料 均匀 混合 。 


图 1-11 人 恒 化 器 的 基本 操作 模式 


下 面 来 分 析 一 下 恒 化 器 的 设计 方程 及 操作 中 的 定量 关系 。 
从 前 面 给 出 的 物料 衡 算 关系 可 以 作出 菌 体 的 平衡 关系 : 
一 二 pz 一 az 一 和 (1 一 13) 
式 中 7 是 反应 器 的 有 效 体 积 ;a 是 菌 体 死亡 速率 常数 。 式 中 各 项 自 左 到 右 分 别 为 菌 体 流入 速 
率 .流出 速率 ,增长 速率 ,死亡 速率 ,积累 速率 。 在 稳 态 操作 情况 下 可 以 假设 : 
Q@zo 一 0, 即 入 口 仅 加 入 基质 (80)， 
四 反应 应 器 无 积累 ,dz /dt 一 0,ds/dt 一 0; 


加 前 体 死亡 速率 远 较 生长 速率 低 apu, Bl ERT 以 得 到 


.F . 
y7 (1—14) 


FÍV 表示 单位 体积 反 应 器 单位 时 间 加 入 的 流体 量 ， 它 表 示 反应 器 内 物料 被 稀释 ”的 程度 , 故 
EXHAR, 用 D 表示 , 即 


DzF/V (1—15) 
这 样 由 (1 一 14) 式 得 到 异化 器 在 稳 态 操作 下 一 个 很 重要 的 关系 ， 
D-—u | (1—16) 
用 物料 衡 算 的 方法 作 基质 的 平衡 得 到 : 
F F z qt ds u 
pocyS-y.-m cy Ta (1—17) 


p/a 


式 中 前 两 项 表示 基质 流入 及 流出 速率 ,第 三 项 到 第 五 项 表示 基质 消耗 于 生长 .维持 及 产物 生成 
的 速率 ,等 式 右边 是 反应 器 内 基质 积累 速率 。 考 虑 在 简单 情况 下 的 稳 态 操作 可 作 如 下 假设 ， 
Dads/dt=0; Qmz«guz /Ys gor /Y ps KHT /Y x. . 

第 二 、 三 假设 在 菌 体 快速 生长 期 可 认为 是 正确 的 。 这 样 则 (1 一 17) 式 简化 可 得 到 :: 

D (S,— 8) = uz /Y 4 | (1—18) 
与 (1 一 16) 式 结合 得 到 | 
' £ 一 了 (So 一 S) (1—19) 
， 由 式 (1 一 16) 和 (1 一 19) 可 知 , 恒 化 器 的 操作 参数 D 是 可 以 改变 的 ,只 {要 与 菌 体 的 比 生长 速率 
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相同 即 可 。 由 D 一 “ 可 推出 Dz 一 wz , 它 表示 单位 时 间 单位 体积 流出 的 菌 量 与 单位 体积 生成 的 
菌 量 是 相等 的 ,这 当然 是 一 种 稳 态 操作 ,而 且 随 着 D 的 改变 是 可 以 改变 的 ,同时 相应 的 出 口 
菌 浓度 及 残余 基质 浓度 也 是 变化 的 ,它们 的 变化 取决 于 比 生长 速率 与 基质 浓度 及 菌 浓度 的 关 
系 。 对 简单 的 符合 Monod 关系 的 情况 由 式 (1 一 18) 可 以 推出 : 


Ums u u 
(Ao) (1—20) 


EXE 2,—0 情况 下 符合 Mond 关系 的 恒 化 器 模型 ,与 式 (1 一 19? 结 合 得 到 


DK, 
z =Y na| se- f] (1—21) 


DK, 

An D 

上 面 两 个 式 子 给 出 了 zx 和 8 与 D 的 关系 。 显然 当 p 一 0 时 S 一 0, 表 示 几 乎 所 有 的 基质 都 被 菌 

体 耗 尽 得 到 最 高 的 菌 量 SY .而 D 由 很 低 值 增加 ,开始 时 8 随 D 线性 增高 , 当 D 一 uw 迅速 提 

高 ,相应 的 出 口 菌 浓 度 > 则 开始 线性 下 降 , 后 来 迅速 下 降 到 0。 由 式 (1 一 21) 可 以 求 出 当 * 一 0 
时 的 D 值 , 即 最 大 的 稀释 率 D maxo 


S= (1—22) 


Mmo — 
D max = K+S, (1 一 23) 


当 稀 释 率 达 到 D .时 所 有 细胞 将 被 冲 出 反应 器 ,因此 这 个 点 又 叫 “ 洗 出 点 "(Washn out point), 
对 于 一 定 反 应 体积 的 恒 化 器, 稀释 率 提高 表示 流入 及 流出 的 体积 流量 增 大 ,但 流出 的 菌 浓 
度 又 是 逐渐 下 降 的 。 恒 化 器 对 细胞 的 生产 能 力 p A: 
p=Dz (1—24) 
2 表示 单位 体积 反应 器 单位 时 间 所 产生 的 细胞 量 。 因 D 与 zx 是 相反 变化 的 有 制约 的 因素 ， 把 
式 (1 一 21) 与 (1--24) 结 合 得 到 它们 对 生产 能 力 的 影响 ， 


DK, 
p=D2=DY (5, (1—25) 


w 


细胞 生产 速率 ,g/(L h) 


图 1-12 Monod 恒 化 器 中 流出 液 菌 浓度 、 
基质 沫 度 . 生 产能 力 随 稀释 率 的 变化 
一 一 :细胞 浓度 ;一 ， 一 :细胞 产量 ;一 一 一 : 底 物 浓度 


麻 物 浓度 ,g/L 
细胞 浓度 ,g/L 
to 


- 


把 式 (1 一 25) 对 D 求 导数 , 取 极 值 ,得 到 达到 最 大 生产 能 力 时 的 稀释 率 D。 及 相应 的 浓度 zw 
为 : 
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Ky 
p.a [17 pA.) 0720) 


za 一 se| i KR)— CKS, K,5 | ` (1—27) 
[8 1—12 £51H T Monod 恒 化 器 中 稀释 率 与 生产 能 力 、 出 口 菌 浓度 .基质 浓度 的 关系 曲线 ,计算 
依据 是 
lm 771. 0h 71 , Y ,4,—0. 5, K,—0. 2g /L ,.89— 10g /L 
根据 上 述 恒 化 器 的 设计 原理 ,只 要 知道 比 生 长 速率 及 得 率 系数 的 关系 就 可 以 设计 计算 了 。 
上 述 方程 都 是 代数 方程 ， 故 解法 简单 是 恒 化 器 的 优点 。 由 式 (1 一 14) 也 可 以 通过 实验 来 测 细胞 
培养 的 比 生长 速率 的 变化 规律 。 
, 上 面 讨论 中 我 们 关心 的 主要 是 基质 浓度 、 菌 浓度 及 稀释 率 的 关系 ,在 实际 体系 中 有 时 利用 
恒 化 器 中 稳 态 的 特点 侧重 研究 pH 值 , 溶 氧 的 影响 ,相应 的 叫 恒 pH 反应 器 (pH -Stat)、 恒 深 氧 
反应 器 (D. O 一 Stat)。 
为 克服 随 着 生产 能 力 ? 的 提高 出 口 菌 浓 度 下 降 、 基 质 浓度 有 所 提高 ,对 于 产物 提取 及 原 
料 利用 都 是 不 利 的 矛盾 ,可 以 从 设备 及 操作 方面 来 改进 。 常 用 的 方法 一 是 采用 多 级 串联 恒 化 
器 ;二 是 在 菌 液 出 口 处 加 一 个 菌 体 浓缩 器 并 把 浓缩 液 返 回 以 提高 设备 内 菌 浓度 ,增加 生产 能 
力 。 


第 四 节 ”生物 反应 器 的 放大 


一 、 概 述 
L 毛 的 供给 
我 们 以 酵母 为 例 来 说 明 供 氧 的 重要 性 ,酵母 在 不 同 基质 上 生长 的 耗 氧 量 是 不 同 的 ,以 葡萄 
糖 为 碳 源 耗 氧 约 为 0. 8 一 1. 2g 氧 /8 细胞 ;以 甲醇 为 碳 源 耗 氧 为 2. 5g 氧 /g 细胞 ;以 碳 氧 化 合 物 
为 碳 源 耗 氧 为 2. 5 一 3g 氧 /g 细胞 表 1—3 给 出 耗 氧 与 消耗 葡萄 糖 的 对 比 。 
表 1- 3 人 酵母 生长 葡萄 糖 与 氧 耗 对 比 


LI 


， ”情况 葡萄 糖 氧 
发 酵 液 中 浓度 ,g/ml 10000X10-5(1%) 7X10-5( 人 饱和 值 ) 
临界 浓度 (维持 ),g/ml $0X10-5 0.7X1075 . 
典型 需求 速率 3. 2mmol/ (g 细胞 。h) 6. 5mmo?/(g 细胞 .hy) 
_ 扩 散 系数 0. 65X 10—5emn?/s ` 1. 8X 10-7 5em? /s 


由 表 1-3 可 以 看 出 ,与 葡萄 糖 相 比 在 发 酵 液 中 氧 量 少 得 多 ,消耗 速度 又 快 ,因此 常常 成 为 菌 体 
生长 的 限制 因素 。 

氧 是 如 何 得 到 供应 的 呢 ? 实验 得 知 ,在 深层 培养 中 菌 体 摄取 的 是 洲 解 的 氧 , 即 气相 的 氧 先 
溶 在 发 酵 滚 中 再 传递 给 菌 体 。 根 据 化 工 原理 得 知 氧 从 气泡 传 给 发 醇 液 的 速率 ; 

OT R —k,a(C* 一 C) (1—28) 

AH OTR 为 供 氧 速率 ,mmol/(L * 0); 

C * 为 与 气泡 中 的 氧 成 平衡 的 液 相 氧 浓度 ,mmol/L; ， 

€ 为 发 醇 液 中 氧 的 浓度 ,mmol/L ; 
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ka 是 传 所 系数 ,是 液 膜 传 氧 系数 与 气 液 两 相 比 界面 的 乘积 ,h-:。 

在 发 酵 中 用 空气 来 供 氧 ,其 中 氧 分 压 仅 21kPa, 在 25C 下 与 空气 相 平衡 的 水 中 的 溶 氧 为 8 
X10-58/ml, 即 为 0. 25mmol/L 。 发 酵 液 中 氧 浓 度 C 对 菌 体 生长 是 很 重要 的 ,C 过 低 则 会 使 菌 
体 停止 生长 ,这 时 的 C 值 叫 临界 氧 深度 cv。 对 各 种 菌 Ci 值 不 尽 相同 ,大 肠 杆菌 在 37.8C 下 Cu 
为 0. 26 X 107*g /ml, RPR 34. 8C 下 Ci 为 0.16X10-'g/ml。 溶 解 氧 也 可 用 相对 饱和 溶 氧 
的 百分数 来 表示 ,如 上 例 中 0.16X10-°g/ml 相当 于 2%。 不同 的 菌 耗 氧 速率 也 不 尽 相同 ,如 酝 
母 菌 在 一 般 培养 条 件 下 OTR 可 达 135mmol/CL * b), 产 黄 青竹 素 可 达 30—50mmol/CL * h). 
通过 上 面 的 分 析 ,0" LC 都 有 一 定 限制 ,而 且 供 氧 速率 07 又 应 满足 菌 体 生长 的 要 求 ,所 以 发 
酵 反应 器 的 设计 应 力求 有 高 的 传 氧 系数 Ia 

常用 ka 的 测定 方法 有 直接 测定 法 、 动 态 法 、 ERRER. 


(1) 直接 测定 法 
根据 反应 器 内 氧 的 衡 算 可 得 到 容积 供 氧 速率 ， 
O7R 一 Ha(C' —0) =X (gp y jp pp y JT.) (1— 29) 
AF V 为 发 酵 液体 积 ,L ; ”了 了 为 氧 的 分 子 分 数 ; 
F 为 空气 体积 流量 ,L/min; T 为 气温 ,K。 
P 为 空气 压力 ; FH io 分 别 为 入 口 及 出 口 条 件 。 


式 (1 一 29) 中 c 可 用 溶 氧 电极 测 出 ;Y 通过 气体 氧 分 析 仪 表 测 定 ;F ,7 LP. 均 用 常用 的 仪表 
测量 。 测 得 入 口 及 出 口 各 参数 后 用 上 式 即 可 算出 tua。 在 简化 条 件 下 忽略 入 口 及 出 口 间 流 量 、 
温度 变化 ,只 用 溶 氧 电极 及 尾 氧 分 析 仪 测 出 发 酵 液 中 溶 氧 值 及 尾气 中 氧 浓度 ,并 测 出 气体 体积 
流量 及 发 酵 液体 积 就 可 信 算 出 传 氧 系数 ,对 耗 气 多 的 深 护 发 酵 , 因 入 口 与 出 口气 中 含 氧 量变 化 
大 ,为 测 准 ka 应 用 对 数 平均 C* 一 0 来 计算 。 

DISE - 

直接 测定 法 计算 简单 ,但 所 用 传感器 较 多 ,尤其 尾 氧 分 析 仪 价格 较 高 ,精度 有 限 ,在 实验 室 
可 用 动态 法 来 测 , 只 需 一 支 溶 氧 电 极 就 可 以 了 。 其 原理 是 作 发 酵 钠 内 氧 的 物料 平衡 : 

. 氧 的 积累 量 = 供 氧 量 一 耗 氧 量 

Bil Eka C" —€)—4z mE (1—30) 
RF o 表示 菌 体 比 耗 氧 速率 (mmol A/e 细胞 。h)), 其 它 量 的 意义 同 前 。 式 (1 一 30) 整 理 得 : 

c=-0 toe | a=) 


只 要 测 出 gz K Ct 变化 关系 ,用 C 对 ax + 学 作 图 ,所 得 直线 斜率 就 是 一 1/ha。 具体 做 法 如 
图 1 一 13。 

实验 中 维持 发 酵 继 通气 稳 态 操作 ,到 时 间 ts 停止 通气 ,这 时 深 氧 浓度 下 降 ,到 时 间 : 再 次 
通气 , 溶 氧 浓度 逐渐 上 升 , 得 到 溶 气 浓度 ~e 变化 曲线 。 曲线 ku~ 握 段 ,停止 通气 没有 供 氧 ,所 
以 曲线 斜率 dc/di 为 一 gz ,再 用 C 对 gz 十 de/dt 作 图 如 图 1 一 14, 得 到 一 直线 ,其 斜率 即 为 
—]/k,a, 

动态 法 测定 所 用 传感器 简单 ,但 计算 量 大 。 用 动态 法 测 ka 还 应 注意 : 溶 氧 浓度 在 停 气 时 
不 宜 降 得 太 低 , 以 免 细 胞 “ 罕 息 ”, 而 使 代谢 途径 变化 ;另外 要 注意 消除 溶 氧 电极 滞后 引起 的 曲 
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线 变 化 ,必要 时 要 消除 这 些 影响 ， 


| mE 
H- ža 
IL 
I j| 斜率 一 一 gz 
E. ! 图 1-13 动态 法 测定 传 氧 系数 实验 中 溶 氧 
x ' 浓度 随时 间 的 变化 
LÀ Y 
E m ^ 
| d 4 | 
to tı 
时 间 上 


图 1-14 动态 法 计算 传 氧 系数 kLa 图 


dX — —1/kia 


XRENCCAONEE C 


qz. -dc/dt 


2. WC BSIR E 

fii P UL PS BRE — DEEA TRAER, 3 — 7 TREE DL PICO 25] 51 8E a RESET EX 
过 稀 的 现象 并 强化 菌 体 与 营养 物 的 接触 。 

流体 混合 的 好 坏 常 用 混合 度 和 混合 时 间 两 个 参数 衡量 。 


Lu. E 


90 95 99 


t im m% 


图 1-15 混合 时 间 的 测量 及 其 与 混合 度 的 关系 


混合 度 常 用 示 踪 法 测定 ,其 定义 为 : 
[C —C.. | 
1C- 一 Co| 
AP C. 为 反应 器 内 示 踪 物 的 初始 浓度 ; 
C- 为 加 入 一 定量 示 踪 物 后 平衡 浓度 ; 
€ 为 示 踪 物 某 瞬时 浓度 。 

混合 时 间 t. 定义 为 :达到 一 定 混 合 度 亦 所 需 的 时 间 。 具体 测量 混合 时 间 示意 如 图 1-15, 
显然 混合 时 间 短 些 好 。 在 反应 应 器 放大 时 混合 时 间 往 往 要 加 长 ， 通常 小 钢 的 混合 时 间 仅 为 几 秒 ， 
而 大 急 的 混合 时 间 往 往 需 要 几 十 秒 以 至 分 钟 级 ,决定 混合 时 间 的 因素 比较 多 , 除 流体 物性 以 外 
主要 是 搅拌 转速 (x)、 搅 拌 桨 直径 (41) 及 锡 体 直径 (471) R 1 一 4 给 出 一 些 实验 结果 。 
^ ”除了 反应 器 内 整体 的 混合 外 ,局 部 的 微观 混合 也 很 重要 ,微观 混合 影响 菌 体 的 形态 和 活 
J. 有 人 做 过 用 A. niger 菌株 生产 柠檬 酸 小 试 ,发 现 对 不 同 菌株 有 不 同 的 最 佳 产 酸 搅拌 转速 ， 
但 菌 量 随 转速 的 变化 并 不 随 转速 而 不 同 。 


m = 


x100% (1 一 32) 


31-4 混合 时 间 心 与 .iisdr 的 关系 


关 系 参考 资料 
tm ~ nl . Kramers and Alberda, 1953 
lma ldt Khang and Levenspiel, 1979;van de Vusse, 1955 
tm~ (ad:?) Ë Norwood and Metzner, 1960 
tama ie- ,' : Holmes et al, 1964 
tmn F Biggs, 1963 
sai Ct 9-725 Prochazka and Landau, 1961 
oa 和) 和 Mersmann et al, 1976 ' 
tna b 97706 Stenberg, 1984 ` 
im n® 89007470 28:014 Stenberg, 1984 

二 ,搅拌 及 传 氧 

i. 搅拌 CO 


反应 器 搅拌 的 一 个 重要 的 参数 是 通过 搅拌 器 输入 到 流体 的 功率 值 . 在 低速 搅拌 下 ,流体 呈 
Jai yt ,消耗 功率 少 ;在 高 速 搅拌 下 ,流体 呈 汕 流 , 混 合 好 ,消耗 功率 也 增加 ; 层 流 与 汕 流 中 间 还 有 
一 过 渡 流 区 ,这 些 在 化 工 原理 中 有 详细 介绍 。 

决定 搅拌 功率 的 除了 搅拌 桨 转速 与 直径 外 还 有 两 个 重要 的 因素 ,一 是 流体 的 流动 与 性 质 ， 
一 是 通气 与 否 。 流 体 流动 性 质 依 其 切 变速 率 与 前 切 力 之 间 的 关系 可 分 为 牛顿 型 流体 与 非 牛顿 
型 流体 .牛顿 型 流体 切 变速 率 与 剪 切 力 成 比例 ,比例 系数 为 粘度 , 非 牛顿 型 流体 则 不 成 比例 .一 
般 细 菌 .酵母 在 低 浓度 下 为 牛顿 型 流体 , 丝 状 菌 或 高 密度 培养 时 发 酵 液 呈 非 牛顿 型 流体 性 质 。 
研究 搅拌 功率 往往 从 最 简单 的 情况 开始 先 研 究 牛 顿 型 流体 不 通气 时 功 耗 P。, 再 研究 牛顿 型 
流体 通气 时 功 耗 P。, 再 研究 非 牛顿 型 流体 不 通气 及 通气 时 的 功 耗 。 
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还 要 说 明 的 是 搅拌 功 耗 与 发 酵 体系 特性 及 发 醇 铅 的 几何 尺寸 .操作 特点 都 有 关系 , 仅 发 本 
体系 就 有 多 种 多 样 ,因此 文献 已 发 表 的 关于 功率 计算 式 子 也 多 种 多 样 ,本章 仅 就 比较 通用 而 且 
简单 的 情况 作 一 介绍 。 | 

(1) 牛顿 型 流体 不 通气 情况 下 的 功率 P。 为 计算 Po 需要 了 解 两 个 无 因 次 数 群 , 化 工 上 
叫 准 数 :描述 流动 特点 的 雷诺 准 数 Yee 和 功率 准 数 N，， 它们 的 定义 为 : 

Nac—djnp/u . (1—33) 
N,—P ag / Qd p) (1—34) 
式 中 4 一 一 搅拌 奖 直径 ; , 
n—— WKE; g 一 一 重力 加 速度 。 


只 要 使 用 同一 单位 制 数据 ,上 面 两 准 数 均 为 无 因 次 数 。 实 验 得 出 不 同 桨 叶 搅拌 桨 两 准 数 关系 如 
图 1 一 16。 由 图 看 出 在 Vxe 较 小 时 , 即 层 流 区 ,N, 与 Ng 在 双 对 数 图 上 成 直线 关系 ; 当 Ns. 高 时 ， 
即 测 流 区 ,w, 维持 为 一 常数 ,过渡 区 的 关系 较 复杂 ,还 没有 好 的 关联 关系 ， 


图 1-16 各 种 搅拌 桨 叶 Na 与 NV, 之 关系 
1 一 Rushton AKI RH ;2—Bates AARRE; 
3— ABEBEHOR  4-— RU PHREHOE 5— UMOR 


1 10 10 10 10* 10 
Ng, 


把 准 数 定义 式 代 进 去 ,用 图 1— 16 的 关系 求 出 在 层 流 区 
=K, tie (1—35) 
在 洪流 区 : 
Po=K2nidisp/g (1— 36) 
AF Ki 及 K: 为 比例 常数 。 
这 样 ,只 要 知道 几何 参数 及 操作 条 件 就 可 以 求 得 不 通气 情况 下 的 功率 了 。 还 要 说 明 的 是 对 
深 龟 中 有 多 层 搅 拌 效 的 情况 ,只 要 各 层 桨 叶 之 间 的 距离 符合 前 面 的 比例 ;总 的 功 耗 与 奖 叶 层 数 
成 正比 。 IP 
(2) 牛顿 型 流体 通气 情况 下 功 耗 P。 经 验 得 知 , 通 气 情况 下 搅拌 功率 大 大 下 降 , 而 且 随 
着 通气 的 提高 功 耗 下 降 得 越 多 。 
在 研究 定量 关系 时 ,首先 定义 一 个 新 的 准 数 一 一 通气 准 数 NN,。 
N,=Q/(ndi) 0—37). 
式 中 o 是 气体 的 体积 流量 。 实 验 得 到 不 同 桨 叶 下 P/P 关系 如 图 (1 一 17)。 
把 具体 数字 代入 ,Michel 和 Miller 得 到 : ， 
P,—K(P Ind /qQ* 95 (1—38) 
至 于 非 牛 顿 型 流体 又 有 许多 类 型 ,而 且 其 流动 与 功率 消耗 的 关系 更 复杂 ,针对 具体 体系 有 
一 些 规 律 ,不 同 作 者 得 出 的 规律 也 不 尽 相同 ,但 所 用 的 基本 原理 与 上 面 介 绍 的 类 似 。 
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图 1-17 各 种 搅拌 情况 下 ,通气 与 不 通气 功率 
之 比 与 通气 准 数 的 关系 
1— 3€ (85€ (v8) ,2— IE Qi — 65; 
3 一 叶 盘 式 (xe 一 4)54 一 短 桨 


NX 10! — (Q/dt) /ndi 


2. SK fii 

前 面 已 讲 过 , 氧 的 传递 能 力 的 好 坏 是 由 ta 来 衡量 的 , 它 受 流体 物性 、 反 应 器 尺寸 .操作 条 
件 等 各 方面 的 影响 , 氧 的 传递 又 常 限制 细胞 的 生长 ,所 以 这 里 我 们 先 研 究 一 下 播 瓶 培养 中 的 传 
氧 ,再 研究 发 醇 纺 中 的 传 氧 。 | B 

(1) 扬 瓶 培养 中 的 传 气 。 氧 的 传递 除 受 流体 物性 的 影响 外 ,主要 受 播 动 频率 (r/min) 、 装 
料 体积 及 有 无 档 板 的 影响 , 表 1— 5 给 出 用 亚硫酸钠 溶液 测 得 的 传 氧 系数 、 供 氧 速率 (O7R ) 与 


各 因素 的 关系 。 因 亚硫酸钠 溶液 中 溶 氧 量 为 0, 所 以 这 里 给 出 的 是 最 高 的 ia ,实际 体系 值 要 低 
些 


—9 


由 表 中 数据 看 出 体积 增加 、 频率 下 降 及 无 档 板 对 传 氧 都 是 不 利 的 ， 实验 室 数据 在 放大 成 炙 
操作 时 还 是 很 有 参考 价值 的 。 
家 1-5 扬 瓶 培养 中 供 氧 速率 (OTR ) 及 传 氧 系数 to 与 来 件 的 关系 
200r7min,25ml 装 量 , | ”400r/min, 无 档 板 ， 


(2) 找 拌 继 中 的 传 所 系数 ka ”搅拌 钠 中 的 传 气 系数 与 体系 的 特性 、 铅 及 搅拌 桨 的 几何 尺 
才 、 操 作 参 数 等 有 关 , 不 少 研究 者 得 出 了 许多 关联 式 ， 因 所 用 的 饶 体 系 和 几何 尺寸 不 同 得 到 的 
式 子 有 些 是 矛盾 的 。 下 面 只 :介绍 几 个 文献 上 常 引用 的 关联 式 。 


Cooper 式 :kia=K CP ,/V )* 95y ,9.57 (1—39) 
Richards 3X :k,a =K (P,/V )* *y ene l (1— 40) 
LEX Lua (a -6N D CP ,/V )* V 9 7,9 4 (1—41) 


REV, RE PI UAR SORLAGE 1a 0. K 均 为 常数 ,N, 是 桨 叶 层 数 。 其 中 式 (1 一 39) 常 常 被 一 

些 作 者 引用 来 讨论 传 氧 的 强化 。 由 该 式 显然 得 出 ka 与 功 耗 的 0. 95 次 客 成 比例 ,而 与 气 速 的 

《实际 即 通 气量 )0. 67 次 短 成 比例 ,从 这 个 角度 提高 搅拌 功率 的 输入 是 提高 传 氧 系 数 的 更 有 效 

的 办 法 。80 年 代 以 来 国外 有 种 趋势 即 高 功率 输入 达 2 一 作 W/m， 低 气量 0.3 一 0.6VVM 

(VVM 是 生物 化 工 中 常用 的 空气 计量 单位 ,含义 是 每 分 钟 单位 体积 发 酵 液 得 到 的 空气 体积 
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数 , min) (m? Zi &/Gnin * m? RER), 而 我 国 相应 功 耗 低 仅 1— 1. 5kW/m’, 高 气量 1~ 
1. 2V VM ,从 能 量 利用 角度 是 不 合理 的 。 但 有 些 研究 者 得 出 的 结论 却 有 些 不 同 ,认为 提高 通气 
量 同样 是 有 效 的 办 法 。 
三 .生物 反应 器 的 放大 原则 
生物 反应 器 的 类 型 很 多 ,所 适用 的 体系 也 各 异 , 因 此 生物 反应 器 的 放大 是 比较 复杂 的 。 传 
统 生物 化 工 生产 中 往往 以 1: 10 的 倍数 放大 。 近 年 来 应 用 化 学 工程 技术 在 放大 方面 建立 了 许 
多 方法 ,下 面 结 合 机 械 搅 拌 缸 反应 器 来 介绍 一 些 放 大 准则 ， 
1. 几何 相似 
”，” 按 小 的 与 大 的 装置 各 部 几何 尺寸 比例 大 致 相同 放大 。 即 当 体 积 放大 10 倍 时 ,设备 直径 和 
高 度 均 放 大 Yi10 倍 。 当 然 为 避免 设备 直径 过 大 KERR H/D 往往 大 一 些 ,由 1 到 2.5 左右 。 
2. 恒定 等 体积 功率 放大 
这 个 方法 以 前 用 得 较 多 ,比较 简单 ,也 可 保证 缸 内 有 良好 的 混合 . 由 Ps/V 恒定 ,从 式 (1 一 
36) 和 (1 一 38) 可 知 应 保持 wd， 恒定, 即 
n3 d i22 =n dn (1— 42) 
24 ACE L aT T xg DURS RTL SEES ETE PERITI : 
2/3 
SE - . 、 (1— 43) 


3. 恒定 传 氧 系数 ta 放大 

这 个 方法 抓 住 了 传 氧 这 一 关键 因素 ,目前 应 用 的 很 多 。 具 体 应 用 中 要 注意 几 个 问题 。 

QD 小 试 中 要 测 得 准确 的 ka 值 ,选择 合适 的 计算 公式 。 

Q 注意 各 计算 ta 公式 在 放大 中 参数 的 变化 及 适用 范围 。 . 

Q 按照 计算 Po/P。 选择 通气 比 ,计算 Vv, 求 kus 来 计算 。 在 选择 通气 时 应 注意 如 果 选 择 同 

Fol ^UE CV V MO ,大 镶 因 深度 加 大 ,气体 线 速 会 提高 , 传 氧 会 好 些 。 考 虑 这 一 因素 大 铅 通 气 比 
有 时 可 以 小 些 。 

4. EEDE EHRE Gd ) 放 大 

剪 切 力 8 与 搅拌 桨 叶 端 速度 成 正比 ,在 恒定 体积 功率 放大 时 一 般 维持 a*dr 不 变 ,这 样 两 
系统 切 变 力 之 比 应 为 : 


d 1/3 . 
学 一 人 经 ] . (1—44) 
1 il ` M 


这 样 随 着 放大 ,搅拌 桨 引起 剪 切 力 加 强 而 对 有 些 菌 体 生 长 代谢 是 不 利 的 ,所 以 有 些 人 认为 放大 
应 维持 夺 端 速度 恒定 ,一 般 认 为 合适 的 范围 为 250 一 500ecmy/s 。 

5. 恒定 的 混合 时 间 Tw 放大 | 

前 面 分 析 过 混合 时 间 对 反应 器 内 维持 均匀 的 化 学 环境 是 很 重要 的 。 研究 结果 表明 ,对 几何 
相似 且 单 位 体积 功率 恒定 的 两 个 饶 而 言 ,其 混合 时 间 的 关系 为 : 

reog) c a-48) 

显然 大 装置 的 混合 时 间 加 长 ,对 于 混合 是 不 利 的 。 

除 上 面 的 几 个 准则 外 ,还 有 人 主张 考虑 Ye。 及 动量 因子 来 放大 ,这 里 不 一 一 介绍 。 

要 说 明 的 是 以 上 各 因素 的 考虑 各 集中 在 一 个 侧重 点 ,得 出 的 结论 往往 有 较 大 差异 。 表 1- 
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6 为 由 10L hi (n — 500r /min ,通气 lVVM ) 放 大 到 10000L ( 即 放 大 1000 倍 ) 时 按照 不 同 放大 
准则 得 出 的 结论 按 搅拌 转速 来 作 的 比较 .由 表 中 数据 可 以 看 到 按照 不 同 准则 放大 ,放大 后 饼 的 
操作 条 件 是 不 一 样 的 。 

这 说 明 在 放大 中 选用 什么 准则 是 要 积累 较 多 的 经 验 的 ,多 参考 一 些 放 大 的 实例 ,加 上 对 所 
做 体系 特点 的 深入 分 析 , 目 前 放大 的 比例 已 有 较 大 提高 ,放大 100 倍 甚至 更 大 ,成 功 的 例子 已 
有 不 少 。 相 信 随 着 对 生物 反应 器 知识 的 进一步 积累 ,不断 进行 跨 学 科 的 合作 ,生物 反应 器 会 得 
到 更 快 的 发 展 。 . 


表 1-6 放大 方法 的 比较 


方 法 10000L 卵 搅拌 转速 ,r/min 10000L HEB PESE UE r/min 


等 体积 功率 等 叶 端 速度 ,ndi 50 
非 通气 107 等 混合 时 间 ,Tx 1260 
通气 85 等 动量 因子 ,at 5 


等 传 氧 系数 ,mua 


第 五 节 生物 反应 器 的 控制 及 优化 


一 、 生 物 反应 器 的 控制 
生物 反应 器 控制 的 目的 是 在 实际 发 酵 过 程 中 实现 在 工艺 和 动力 学 等 研究 中 得 到 的 工艺 条 
- 件 。 最 常用 的 基本 变量 及 其 调节 方法 见 表 1-7. 


表 1-7 基本 变量 及 其 调节 方法 


变量 主要 控制 方法 
温度 冷 源 或 热源 流量 

pH 值 加 入 酸 或 碱 

空气 流量 EA Hal HET 

搅拌 转 束 改变 驱动 电机 转速 

WADO) LEPRSN ILLI 

泡沫 高 度 MAMAA ATRE RARER 
MEE 尾气 阀门 的 开 度 


常用 的 控制 方法 是 反馈 调节 ,其 实现 过 程 如 图 1718 所 示 。 


. 干扰 
- 十 x 偏差 一 ”一 ~ 输出 变量 
zur EM EE y 图 1-18 反馈 调节 示意 图 ， 
[mg 全 ERE] —— | 


由 图 1 一 18 可 以 看 出 变量 的 控制 除了 设 定 值 要 由 工艺 及 动力 学 优化 确定 以 外 ,具体 实现 
要 靠 3 个 部 分 :测量 装置 .控制 器 和 执行 器 。 
控制 器 相当 于 “大 脑 ”分析 测量 值 与 设 定 值 之 间 的 偏差 ,决定 控制 策略 。 可 以 用 传统 的 仪 
表 , 也 可 以 用 单片机 等 实现 。 
执行 器 是 控制 的 “ 手 ”, 常 用 阀门 .计量 泵 .计量 钠 等 实现 。 ) 
测量 装置 是 控制 者 的 “眼睛 ”, 其 核心 部 分 是 传感器 及 放大 变 送 装置 。 
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在 这 3 个 部 分 中 ,测量 装置 的 探头 及 执行 


它们 有 以 下 特殊 的 要 求 : | 
VOD. 能 灭 菌 ,无 泄漏 ,以 保证 纯 种 培养 ; 
(2) 长 时 间 稳 定 工作 ,细胞 培养 过 程 一 般 要 凡 十 到 上 百 小 时 ,要 求 仪器 稳定 ; 
(3) 能 在 培养 液 这 一 特殊 介质 中 进行 有 效 的 测量 ,如 抗 气泡 干扰 、 防 止 微生物 附着 及 干 
扰 、 便 于 清洗 等 等 。 
CD 为 满足 过 程 实时 控制 ,需要 量 测 得 到 的 信号 最 好 是 电信 号 。 
为 了 实现 细胞 培养 过 程 的 有 效 控制 ,首要 的 是 要 解决 量 测 问题 . 表 1-8 及 表 1 -9 汇总 了 
近年 来 有 关 过 程 量 测 的 一 些 资料 。 


器 一 般 要 与 培养 液 接触 。 根 据 生物 培养 的 特点 对 


“ 表 1-8 过 程 物理 量 的 量 测 


简单 ,响应 是 平方 根 


旋涡 流量 计 在 较 小 装置 上 不 够 稳定 
流 道 面积 变化 的 流量 计 准确 可 靠 , 但 用 在 小 设备 上 
(转子 流量 计 及 Gapmetet) | 变换 为 电信 号 有 困难 
热 质量 流量 计 直接 给 出 电信 号 ,在 洁净 状态 下 使 用 良好 
液体 加 料 量 dri 结构 简单 EKAL R E s EHR A 
电磁 流量 计 无 运动 部 件 , 可 消毒 ,适合 于 导电 物料 ,精度 在 200m1/min 以 下 
| 可 达 1% 1 
HEZ MEZ | 后 者 可 消毒 ,价格 昂贵 , 适 于 中 试 
BDE OR SO TH 0. 1MPa 压力 ,精度 194 ,可 消毒 , 与 机 械 部 分 尤 关 ,可 用 于 
小 流量 2. 5mi/h ,不 堵 , 但 一 般 不 易 给 册 反 镶 信 和 号 
H PI (Load cell) 易 联 机 ,可 校 验 累计 如 入 量 ,价格 贵 
泡沫 或 液 面 高 度 —— | 电导 或 电容 探头 不 够 准 , 易 沾 污 , 需 常 清洗 ,目前 应 用 较 多 
y 射线 传感器 目前 应 用 较 少 
摄像 机 目前 应 用 较 少 
REEE 差 压 变 送 易 有 噪声 并 受 消毒 影响 ,目前 应 用 较 多 
多 晶 硅 微 压 变 送 器 可 精确 到 lem/m ,有 试用 的 报道 
电子 秤 最 好 ,但 价格 贵 
压力 覆 膜 传感器 好 用 
转速 测速 电机 | 昌 前 应 用 较 多 ,精确 度 不 很 高 
位 置 变 送 器 (光学 ) 精确 (Position encoder) 
距离 传感器 精确 (Proximity sensor) 
功 耗 及 扭力 测定 扭力 及 转速 计算 得 功 耗 , 适 于 小 铅 
功率 表 包括 了 传动 功 耗 ,不 易 校正 
轴 报 力 表 "ESRB ESSE 15000 美元 / 套 ), 易 受热 及 温度 变化 影响 
用 温 升 估算 在 25m? 铅 中 用 过 
粘度 在 线 联 机 的 毛细 管 粘度 计 与 生长 及 菌 丝 形态 有 关 , 但 要 积累 经 验 来 分 析 
离线 可 用 各 种 粘度 计 对 非 牛顿 型 流体 要 在 不 同 切 变速 率 下 测量 才 有 意义 
温度 Pt100 电阻 温度 计 最 好 ,但 最 好 用 双 量 程 的 (消毒 .培养 ) 
RER 可 靠 性 及 精度 不 如 上 一 种 
REM 测量 冷却 执 用 冷 .热源 维持 恒温 ,测量 冷却 剂 带 出 的 热 及 加 热电 耗 , 适 于 小 
r1 
| 动态 法 


。 | 停止 冷却 , 测 温 升 ,由 体系 热 容 计 算 放 热 ,准确 但 有 温度 变化 
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物理 量 


原 电池 型 


续 表 


说 明 
简单 便宜 适 于 中 小 怒 , 耗 氧 较 大 , 受 流动 及 气泡 影响 大 ,价格 较 


便宜 
极 谱 型 | 需 极 化 电压 及 放大 器 ,但 耗 氧 少 , 受 流 动 影响 小 
( 注 :50 电极 应 装 在 铅 上 部 流动 情况 好 、 近 液 面 处 ) 
TE CO; 覆 膜 电极 Ingold 可 消毒 ,对 数 响应 
| 计算 法 比 饱 和 值 高 10% 左 右 
浸没 管 式 有 人 提出 D。CO: 用 情 气 带 出 再 作 气 体 测 量 。 但 因 扩散 慢 , 测 
量 值 不 够 准确 
溶解 的 易 挥发 物 用 半 透 膜 真空 抽样 再 以 质谱 | 膜 的 通 透 性 对 气体 有 选择 性 ,应 予 注意 
分 析 ， 
H . a 
pu 玻璃 电极 分 为 插入 式 耐 热 灭 苦 及 抽 拉 式 化 学 冷 灭 菌 两 种 ,前 者 一 般 可 耐 
20—30 次 热 灭 菌 ,后 者 使 用 期 可 达 1 一 2 年 以 上 .其 敏感 玻璃 易 
受 蛋 白质 沾 污 ,可 用 抗 蛋白 玻璃 或 清洗 剂 处 理 
氧化 还 原 电 位 以 Pt 及 Ag/AgC! 电极 在 实验 室 钢 应 用 ,以 研究 氧化 还 原状 态 ,但 测量 值 可 能 受 Do 
及 pH 值 的 影响 
表 1-9 过 程 化 学 和 生物 量 的 量 测 
方 ”法 ' 应 m dá 
顺 磁 尾 氧 分 析 仪 有 多 种 型 号 产品 提供 ,价格 便宜 (已 普遍 使 用 。 存 在 问题 : 
红外 CO; jn) 四 样品 干燥 及 湿度 影响 测量 结果 ,控制 困难 ;:@@ 气 压 变 化 及 气流 速 变化 影响 结果 ;图 


热 导 COz 分 析 仪 (TCD)、 
毛细 管 尾 氧 分 析 仪 
烧结 金属 氧化 物 气体 分 析 器 


质谱 :四 极 质谱 (QMS) 


磁 质 谱 
定 磁场 多 丛 测 器 
控 变 磁 场 单 奏 测 器 


气相 色谱 (GC) 
高 效 薄 层 色谱 (HPTLC) 


离子 选择 电极 (ISE) 
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漂移 ( 氧 );@Co2z 信号 反应 慢 、 灌 后 ;@ 仪 器 噪声 ;@ 在 实际 测量 中 精度 约 0. 1% 一 
0. 294 (v/v) 或 更 差 一 些 ,计算 Re 误差 更 大 

标 称 量程 0~19. 99% ,精度 0.01% ,正在 试用 

标 称 量程 0. 1% 一 25% 0: 精度 到 0. 1%, 正 在 试用 

可 用 于 测量 各 种 有 机 溶剂 及 可 氧化 气体 ,信号 非 线性 ,非特 异性 ,在 乙醇 测量 上 已 工 
业 、 

BILE UERREUG 300—600 以 下 的 组 分 ,监测 多 种 组 分 含量 随时 间 的 变化 , 响 
应 快 (0. ls 以 下 ), 可 用 于 过 程 的 动态 分 析 , 但 其 分 析 精 度 大 大 低 于 磁 质 谱 , 约 低 一 个 
数量 级 左右 。 价 格 较 便宜 ,已 用 在 抗生素 生产 及 科研 中 

特点 :@ 快 ,12s/ 甸 尾气 , 故 可 在 15min 内 测 60 个 能 的 样品 ;名 准确 ,对 os、cos 偏差 
仅 0.3%; 加 稳定 ,6 个 月 以 上 ;@@ 和 需 样 量 少 ,流量 要 求 仅 100mi/min;@ 要 防止 水 及 
颗粒 、 泡 沫 ;@ 对 NHs 测量 有 困难 ;@@ 可 用 于 测量 各 液 相 挥发 组 分 。 专 为 发 酵 尾 气 分 
析 设 计 的 ,可 以 同时 监测 餐 铅 尾气 组 成 并 计算 出 呼吸 商 。 响应 较 快 ,也 可 用 于 过 程 动 
态 分 析 , 价 格 较 贵 

离线 测量 ,用 于 分 析 尾 气 以 及 液 相 中 挥发 相 组 分 ,对 乙醇 分 析 线 性 范围 达 80g/L 
离线 的 ,定量 精度 达 土 3% ,便宜 , 比 HPLC WIE RIT PEINE PER VC LS HE 


合 物 分 析 
用 Ag/AgCi 或 甘 冬 电极 为 参考 电极 ,ISE 对 离子 浓度 响应 ,已 用 于 测量 (Nat 、K+、 
NH4+ ,Cl- Br- 17, Ag * ,S?- ,F- ,Pb?* .Ca?+ .Cu?+ NOs-)。 应 用 局 限 : 四 工业 发 


酵 中 其 它 离子 干扰 ;@@ 漂 移 ;, 国 离子 颗粒 干扰 , 油 及 固体 污染 ;@ 不 耐 消毒 , 曾 用 
NH4+ 电 极 于 实验 室 中 , 测 滤液 的 NH4+ 浓 度 


〈 续 表 ) 


方 ”法 应 m wx 
电位 型 生物 传感器 对 有 电位 响应 的 电极 如 pH 值 .PCOs、Redox 电极 , 覆 上 有 机 化 合 物 、 酶 或 微生物 膜 ， 


膜 上 物质 与 某 特定 物质 反应 产物 影响 了 电极 电位 而 进行 测量 ,如 在 pH 电极 上 覆 以 
有 青竹 素 酶 的 膜 ,在 青霉素 存在 时 产生 了 青霉素 酸 ,改变 了 pH di. AME 
浓度 


电流 型 传感器 在 有 电流 响应 的 电极 如 DO 电极 上 著 有 酶 膜 ,其 响应 电流 与 特定 组 分 浓度 成 比例 ， 
这 种 作用 产生 了 电流 ,因此 有 传递 及 物质 消耗 作用 ,如 在 DO 电极 上 覆 Gelatin 膜 ， 
使 葡萄 糖 与 氧 反 应 ,从 而 降低 了 DO , 测 得 葡萄 糖 量 , 已 工业 使 用 ,每 小 时 处 理 60 个 
样品 〈 联 计算 机 ,精度 1% 
工业 上 曾 用 两 个 电流 型 传感器 测量 细胞 量 ,对 于 枯草 芽孢 杆菌 信号 线性 区 达 2 x 109 
| 个 细胞 /ml ,重复 性 8% ,稳定 达 400h 


半导体 器 件 “| 场 效应 管 (FET ) 传 感 器 ,利用 场 效 应 管 transistor gate 对 电流 的 作用 测量 ,在 门 电极 
. LER EES ASE, up NRE ESENE, AER A 


酶 热 敏 传感器 利用 底 物 与 酶 作用 的 热效应 (<0. 02C ) 测 量 物质 的 含量 ,样品 要 求 洁净 (透析 过 滤 ) 
“及 无 其 它 代 谢 作 用 ,不 怕 有 颜色 样品 ,稳定 ,每 日 标定 一 次 即 可 ,工业 上 用 于 抗生素 
生产 中 

细胞 量 的 测量 沉降 法 :简单 ,固形 基质 干扰 测定 结果 ,用 分 级 (梯度 ) 离 心 可 部 分 解决 这 一 问题 

粘度 变化 :用 于 菌 丝 生物 发 酵 , 可 以 反映 菌 量 的 变化 ,但 直接 关系 不 好 确定 , 菌 
体形 态 变化 有 干扰 作用 

过 滤 探 头 、 综 合 滤 速 .滤液 体积 及 滤 饼 体积 几 个 值 确定 细胞 量 及 细胞 形态 特点 ， 
用 在 实验 室 青 每 索 恤 酵 控制 上 
HERO. D ERAP Oo D 与 菌 量 在 一 定 范围 星 线性 关系 ,用 小 的 探头 可 在 
线 测量 。 存在 问题 :中 杂 散 光 干 扰 ;@ 气 泡 , 污 物 及 微生物 附着 在 探头 上 干扰 ;@ 在 高 
O0. D 下 非 线 性 ;@ 燕 汽 消毒 的 困难 

荧光 法 (NADH) :激发 波长 366nm ,在 460nm 荧光 ,用 以 测量 细胞 量 , 特 别 是 细 
胞 “ 活 度 ”, 已 有 产品 生产 ,并 用 在 面包 酵母 发 酵 应 用 、 工 艺 优化 ,得 到 高 收 率 及 效率 。 

| 存在 问题 :温度 及 pH 值 会 改变 分 子 的 菊 光 效率 及 改变 代谢 活性 ;@@ 氧 代谢 亦 影 

响 NADH 到 NAD 的 转换 ;@ 碳 源 枯竭 会 使 NADH 耗 尽 ;图 培养 基 中 消 泡 剂 及 芳香 
组 分 干扰 测量 ,气泡 也 干扰 测量 ,因而 很 好 地 设计 探头 .标定 是 重要 的 。 用 在 指数 生 
长 期 测量 结果 是 可 以 的 

其 它 胞 内 物质 的 荧光 检测 : 用 适当 的 染色 剂 测量 胞 内 的 蛋白 质 、 DNA 及 RNA 
量 , 亦 在 实验 室 应 用 于 细胞 量 的 测量 

通过 氧 耗 量 或 放 热 来 测 知 细胞 量 。 取 少 量 发 酵 液 于 不 透气 情况 ， 用 快速 DO 电 
极 测 量 D0 ,关联 得 菌 量 

间接 测量 法 :用 氧 消 耗 速度 (O5R) 或 二 氧化 碳 释放 速率 (CBR 或 CPR) 关 联 得 
菌 量 值 ,本 方法 直接 反映 了 菌 体 活动 ( 呼 吸 ) ,其 在 实践 上 的 意义 是 很 明显 的 ,但 这 方 


| otis UIROS RU RS RO 


由 上 面 两 个 表 可 以 看 出 ,目前 对 生物 过 程 物理 量 的 在 线 测量 还 是 比较 好 的 ,化 学 及 生物 量 
E AUR EIRE 《分析 的 外 ， 存在 一 定 的 困难 .特别 是 对 生物 过 程 至 关 重 要 的 生物 量 的 量 测 更 
困难 一 些 。 如 表 所 示 , 目 前 应 用 相当 多 的 是 间接 测量 法 如 细胞 的 光 散 射 . 胞 外 DNA -NADH 
E BOR. SOROR STORE EAEE JEDRUXAM ROME UR A TELA 
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二 ,生物 培养 过 程 的 优化 

1. 过 程 变量 的 关联 及 敏感 量 (变量 或 参数 ) 的 获得 

生物 培养 过 程 最 通常 的 目的 有 两 个 :一 是 得 到 足够 的 生物 量 , 二 是 得 到 尽 可 能 多 的 代谢 产 
物 。 对 于 一 个 批 式 过 程 达 到 上 述 要 求 的 手段 可 以 由 下 式 分 析 : 

X 二 f uzdt (1 — 46) 


P, = f qt dt a — 47) 


提高 过 程 效 率 的 关键 是 要 提高 菌 体 的 比 生 长 速率 4 和 产物 的 比 生成 速率 qu。 这 两 个 多数 都 
到 细胞 所 处 的 环境 因素 的 影响 , 即 物 理 变量 pH 值 . 温 度 . 压 力 .D.0.DCO: 等 及 化 学 变量 即 各 
种 营养 物 的 浓度 的 影响 ,诸多 过 程 变量 的 影响 往往 不 是 等 同 的 ,在 一 定 条 件 下 往往 只 一 两 个 量 
起 决定 的 作用 ,它们 的 优化 使 过 程 效 率 会 大 大 提高 ,这 样 的 参数 叫 敏 感 量 。 

如 何 分 析 各 变量 的 影响 呢 ? 从 工程 上 可 以 有 如 下 几 种 。 

(1) 变 量 关联 法 

这 一 方法 是 对 过 程 代谢 曲线 .变量 的 变化 进行 统计 关联 。 例 如 在 对 青霉素 发 酵 过 程 进行 了 
大 量 的 研究 后 ,得 到 在 抗生素 生产 期 培养 液 中 糖 的 浓度 在 3 一 10g/L 可 以 得 到 高 的 比 生产 速 
率 。 此 外 有 人 对 这 一 过 程 进行 了 参数 关联 得 到 在 抗生素 生产 期 菌 体 比 生长 速率 在 0. h 
右 , 则 产物 的 比 生 成 速率 可 以 达到 高 水 平 。 又 如 在 谷 氮 酸 发 酵 的 产 酸 期 研究 得 到 溶 氧 水 平 在 
30% 饱 和 度 可 以 得 到 最 高 的 产 酸 水平 。 

由 于 生物 过 程 受 到 很 多 变量 的 影响 ,而 且 对 于 生物 来 说 这 些 影响 不 仅 影响 当时 的 活性 ,还 
将 影响 以 后 的 活力 ,也 就 是 说 影响 生物 活力 的 变量 包括 着 实时 测 得 的 变量 值 以 及 其 历史 变化 。 
在 进行 变量 关联 时 要 进行 大 量 的 统计 分 析 , 而 且 不 同 的 作者 往往 得 出 不 尽 相 同 的 结论 ,正确 的 
结论 往往 要 经 过 长 时 间 的 积累 和 一 番 去 粗 取 精 、 去 伪 存 真 的 工夫 才能 获得 。 

(2) 数 学 模型 法 

随 着 生物 技术 的 发 展 . 计 算 技术 的 进步 ,目前 越 来 越 多 地 用 动力 学 模型 来 措 述 生物 过 程 。 


随 着 模型 的 精细 化 研究 ,目前 已 经 有 可 能 对 过 程 进行 一 些 优化 研究 了 .例如 前 面 引 用 头孢 霉 素 


C 发 本 的 例子 中 ,用 模型 优化 得 到 最 佳 初 禄 浓度 为 30g /L ,最 佳 加 入 蛋氨酸 的 时 间 应 在 发 醇 开 
始 的 30h 以 内 。 又 如 在 十 三 碳 二 元 酸 发 酵 研究 中 ,经 模型 分 析 在 产 酸 期 如 以 移出 产物 的 方法 降 
低产 物 的 浓度 会 使 产 酸 速率 提高 20% 一 50% 。 以 上 例子 所 用 的 模型 都 在 不 同 程度 上 结合 了 反 
应 的 机 理 。 可 以 预料 今后 随 着 对 生物 过 程 的 进一步 研究 这 类 模型 还 会 得 到 越 来 越 广泛 的 应 用 。 
另外 一 类 数学 分 析 方法 主要 是 依靠 统计 分 析 、 显 著 性 检验 , 除 少 部 分 与 过 程 机 理 有 关联 以 
外 ,大 多 是 “ 黑 盒子 "模型 。 利 用 这 类 方法 对 于 一 些 过 程 也 得 出 了 有 指导 意义 的 结论 , 这 类 方法 
过 去 用 过 的 有 Kalman 滤波 分 析 、 统 计 一 致 性 检验 分 析 。 最 近 在 生物 过 程 分 析 中 应 用 的 人 工 神 
经 网 络 方法 (ANN) 引 起 人 们 极 大 的 兴趣 ,这 个 方法 目前 应 用 在 生物 培养 过 程 培养 基 设计 及 过 
程 诊 断 上 是 比较 成 功 的 。 预 期 这 一 方法 对 于 把 小 试 结果 转 为 中 等 规模 放大 过 程 的 设计 会 有 较 
大 的 作用 。 | 
2. 流 加 技术 的 应 用 | 
生物 培养 技术 的 发 展 说 明 在 培养 中 应 用 流 加 (Fed — batch. Technique) 技 术 是 优化 过 程 化 
学 环境 的 一 项 有 效 的 方法 。 应 用 这 项 技术 可 以 克服 基质 的 抑制 作用 ,不 断 保持 优化 的 环境 ,可 
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以 靠 补充 水 份 碱 低 发 酵 液 的 粘度 增进 传 氧 ,还 可 以 增加 龟 的 体积 利用 系数 ,以 增加 产量 。 流 加 
技术 又 叫 补 料 批 式 操作 , 即 在 批 式 发 酵 的 基础 上 ,在 过 程 中 根据 需要 进行 营养 物 的 补充 。 显 然 
这 里 要 研究 的 是 补 什么 营养 物 及 以 什么 速率 来 补充 。 具 体 在 应 用 中 分 为 无 反馈 补 料及 反馈 补 
料 。 

无 反馈 补 料 是 在 对 过 程 代谢 进行 研究 的 基础 上 制定 一 定 的 “轨迹 ”曲线 进行 补 料 。 

反馈 补 料 是 依据 过 程 在 线 量 测 结果 ,特别 是 敏感 量 的 变化 情况 ,建立 一 定 的 控制 模型 决策 
补 料 流量 。 

在 面包 酵母 发 酵 培 养 中 应 用 轨迹 曲线 补 糖 , 比 起 传统 经 验方 法 生物 量 对 糖 的 得 率 提高 
20% 以 上 ,而 且 放 色 菌 浓度 亦 提高 20%% 以 上 。 

在 青霉素 发 酵 中 应 用 控制 模型 进行 补 料 , 使 得 青霉素 发 酵 单 位 提高 30% 左 右 。 

例 一 :Shioya 对 于 g~u 关系 有 最 大 值 关系 的 控制 进行 研究 。 设 g 与 4 的 关系 为 : 


~ 


a4 b, limin C MS le i l (1E— 30) 
un —asu +b: - He US Hmax (1E—31) 
则 依据 最 大 值 原理 (bang —bang control) 分 析 得 到 获得 最 高 放 龟 产物 浓度 应 遵循 的 策略 是 : 
oa 34 Ott, (1E —32) 
"du M Lectt, GE 一 33) 
对 于 上 述 g~u 的 关系 | 
不 一 去 一 In (52/4, max) /He (CE 一 34) 


A ACT IET FEBERE E PEREDA IUBE CA pase MERE Apase 基因 在 30C 以 下 受 抑 
制 ,而 在 30C 以 上 MF,1 启动 子 表达 ,产生 Apase, 与 前 面 分 析 的 关系 一 样 v 与 4 ERAR 
大 值 的 关系 。 最 佳 的 控制 策略 应 是 在 培养 初期 控制 低温 使 有 较 高 的 比 生 长 速率 ， 而 在 一 定 的 时 
间 变 温 使 u= a 达到 最 高 的 q,, 图 1 一 19 给 出 了 计算 与 实验 结果 


图 1-19 升温 时 间 与 最 终 产物 Apase 浓度 的 关系 


作者 还 分 析 了 亮 氨 酸 限制 的 赖 倪 酸 产生 过 程 , 得 到 了 同样 的 优化 模式 及 结 

例 二 :c. Curiess 等 人 研究 了 基因 工程 E.coli K -12 生产 人 淋巴 因子 的 过 程 优 化 。 作 者 采 
用 两 级 循环 培养 过 程 。 这 一 过 程 的 启动 子 是 1857 基因 ,在 30'C 受 到 阻 过 ,而 在 42 C 去 掉 阻 
坎 。 常 规 这 一 过 程 是 用 一 个 钠 , 并 在 过 程 中 间 升 温 来 实现 的 。 作 者 考虑 连续 过 程 的 优越 性 ,党 
试 了 两 级 分 开 培养 ,第 一 级 用 流 加 培养 生产 足够 的 生物 量 , 第 二 级 用 流 加 技术 培养 得 到 高 产物 
表达 量 。 培 养 模 式 示 于 图 1-20, 
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iN 一 一 一 一 初始 种 子 培养 
1 1 


HT 


PH oT ` | 
| | ' 循环 培养 开始 
1 1 图 1 一 20 两 级 循环 培养 模式 


(ELMO 
| 此 | TL 一 次 循环 结束 
I i 


(准备 移 到 1 IO (放出 ,提取 ) 


”在 预备 试验 中 作者 用 连续 培养 研究 了 第 一 阶段 培养 的 比 生长 速率 对 产物 量 的 影响 ,得 到 
最 佳 比 生长 速率 为 0. 13h 7 ,从 而 为 以 后 的 流 加 速率 设计 提供 了 依据 。 
在 预备 试验 中 第 选 了 初始 培养 基 、 诱 导 前 及 诱导 后 补 料 的 组 成 。 
批 式 培养 中 还 得 到 在 诱导 以 后 4 一 6h 产物 达到 最 高 浓度 。 
这 样 ,在 预备 实验 的 基础 上 ,采用 指数 流 加 二 V onexp (nt) ,两 级 循环 培养 ,经 过 30 次 培 
养 操作 仍然 正常 ,设备 容积 生产 能 力 比 简单 批 式 提高 一 倍 ， 


以 上 的 例子 说 明生 物 培养 过 程 的 优化 是 一 个 很 有 潜力 的 领域 , 随 着 生物 技术 、 计 算 技 术 的 
发 展 ,过 程 的 优化 会 取得 迅速 进展 。 


D WEGE S ”基质 浓度 

d 直径 i ”时 间 

PO 产物 浓度 V ”体积 

? ”发酵 铅 生产 能 力 z ARRE 

g ”上 比 生 成 (消耗 ) 速 率 y ”得 率 系数 

R.Q FRE n ” 菌 体 的 比 生 长 速率 
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第 二 章 ”动物 细胞 大 规模 培养 和 专用 生物 反应 器 


KEX REZ KAR 
(华东 化 工学 院 生化 工程 研究 所 ， 上 海 ，200237) 


动物 细胞 的 体外 培养 ,能 够 生产 许多 有 价值 的 生物 制品 ,包括 重要 的 疫苗 、 高 效 的 治疗 药 
物 和 灵敏 的 诊断 试剂 。 由 于 医疗 卫生 事业 和 农业 的 发 展 ,这 些 生 物 制品 的 市 场 正在 迅速 扩大 ， 
它们 的 大 规模 生产 已 成 为 迫切 需要 。 在 国内 ,通过 动物 细胞 培养 ,乙肝 疫苗 、 单 克隆 抗体 、 组 织 
型 血 纤 维 溶 酶 原 激活 剂 (IPA )、 尿 激酶 乙 脑 疫苗 ,狂犬 疫苗 . 鸡 瘟疫 苗 、 鱼 疫苗 等 的 生产 正在 
放大 规模 ,具有 良好 的 投产 前 景 。 这 类 生物 制品 的 研制 ,必须 解决 3 个 相关 过 程 和 关键 技术 问 
题 , 即 (1) 基 因 工 程 和 细胞 工程 的 发 展 ;(2) 大 规模 动物 细胞 培养 技术 和 生物 反应 器 的 开发 ;(3) 
产品 的 分 离 浓缩 和 提纯 技术 的 提高 .本 文 讨 论 大 规模 动物 细 胸 培养 技术 和 生物 反应 器 的 开发 。 


第 一 节 常用 的 培养 方法 


体外 培养 的 动物 细胞 有 两 种 类 型 。 一 种 是 非 则 壁 依赖 性 细胞 ,来 源 于 血液 .淋巴 组 织 的 细 
胞 ,许多 肿瘤 细胞 (包括 杂交 瘤 细 胞 ) 和 某 些 转化 细胞 属于 这 一 类 型 ,可 采用 类 似 微生物 培养 的 
方法 进行 悬浮 培养 。 另 一 种 是 贴 壁 依 赖 性 细胞 ,大 多 数 动物 细胞 ,包括 非 淋巴 组 织 的 细胞 和 许 
多 异 倍 体 细胞 属于 这 一 类 型 ,它们 需要 附着 于 带 适量 正 电荷 的 固体 或 半 固 体 表 面 上 生长 。 

一 、 贴 壁 培养 

成 纤维 细胞 和 上 皮 细 胞 等 贴 壁 依赖 性 细胞 在 培养 中 要 贴 附 于 壁 上 ,原来 是 圆 形 的 细胞 一 
经 贴 壁 就 迅速 铺展 ,然后 开始 有 丝 分 裂 , 并 很 快 进入 对 数 生长 期 .一 般 在 数 天 后 铺 满 生 长 表面 ， 
形成 致密 的 细胞 单 层 。 大 多 数 动物 细胞 属于 贴 壁 依赖 性 细胞 ,如 HeLa, Vero.BHK .CHO 等 都 
是 细胞 工作 者 常用 的 细胞 系 。 

培养 贴 壁 依赖 性 细胞 ,最 初 采用 滚 瓶 系统 ,其 结构 简单 .投资 少 .技术 成 熟 ,重演 性 好 ,放大 
只 是 简单 地 增加 滚 瓶 数 。 但 是 滚 瓶 系统 劳动 强度 大 ,单位 体积 提供 细胞 生长 的 表面 积 小 ,占用 
空间 大 , 按 体积 计算 细胞 产 率 低 , 监 测 和 控制 环境 条 件 受 到 限制 ,为 了 克服 这 些 不 利 因素 ,Van 
Wezel DJE 1967 年 开发 了 微 载体 系统 培养 贴 壁 依赖 性 细胞 。 微 载体 是 直径 为 60~250um 的 微 
珠 。 采 用 微 载体 系统 培养 动物 细胞 &* 轨 ,细胞 贴 附 于 微 载体 上 ,悬浮 于 培养 基 中 ,逐渐 生长 成 
单 层 。 这 种 模式 把 单 层 培养 和 悬浮 培养 融 汇 在 一 起 ,具有 两 种 培养 方法 的 优点 : (1) 表 面积 / 体 
积 比 大 。 若 Iml 培养 基 中 加 入 Img Cytodex 1, 表 面积 达 5cm? ,足够 (750 一 1000) Xt 10 个 细胞 
生长 所 需 的 表面 积 。 由 于 微 载体 的 比 表面 积 大 ,单位 体积 培养 基 细 胞 产 率 高 。(2) 微 载体 悬浮 
于 培养 基 中 ,细胞 生长 环境 均一 ,简化 了 这 些 环 境 因素 的 监测 和 控制 。 用 简单 显微镜 能 观察 细 
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胞 生长 情况 。(3)? 培 养 基 利用 率 高 。(4) 采 样 重演 性 好 。 (5) 收 获 过 程 不 复杂 。 (6) 放 大 较 容 易 。 


(7) 劳 动 强度 小 ,占用 空间 小 ,由 于 微 载体 培养 系统 有 许多 优点 , 现 已 被 广泛 用 于 动物 细胞 的 大 


量 培 养 以 生产 各 种 生物 制品 。 
影响 微 载体 培养 的 特殊 因素 有 微 载体 浓度 、 接种 浓度 和 搅拌 转速 等 。 

二 .悬浮 培养 

所 谓 最 浮 培 养 ,是 指 细胞 在 培养 器 中 自由 悬浮 生长 的 过 程 ,主要 用 于 非 贴 壁 依赖 性 细胞 培 
养 ,如 杂交 瘤 细胞 等 。 动物 细胞 的 悬浮 培养 是 在 微生物 发 酵 的 基础 上 发 展 起 来 的 。 由 于 动物 细 
胞 的 特点 (如 没有 细胞 壁 保护 ,不 能 耐 受 剧烈 的 搅拌 和 通气 ), 因 此 在 许多 方面 又 与 经 典 的 发 酝 
不 同 。 对 于 小 规模 培养 多 采用 转 瓶 或 深 瓶 培养 ,大 规模 培养 多 采用 发 醇 继 式 的 细胞 培养 反应 
器 。 悬 浮 培 养 设 备 结构 简单 ,可 以 借鉴 微生物 发 酵 的 部 分 经 验 , 放 大 效应 小 .但 是 悬浮 培养 的 
细胞 密度 较 低 , 转 化 细胞 县 浮 培养 有 潜在 致癌 危险 ,培养 病毒 易 失 去 病毒 标记 而 降低 免疫 能 
力 。 此 外 贴 壁 依 赖 性 动物 细胞 不 能 悬浮 培养 。 

三 .固定 化 培养 


悬浮 培养 适用 于 非 贴 壁 依赖 性 细胞 ， 贴 壁 培养 适用 于 贴 壁 依赖 性 细胞 。 除 此 之 外 ,还 有 一 - 


种 包 埋 培养 ,对 两 类 细胞 都 适用 ,细胞 生长 的 密度 高 , 抗 剪 切 力 和 抗 污 染 能 力 强 "。 对 非 贴 壁 
依赖 性 细胞 常用 海 营 酸 饥 包 埋 ,对 贴 壁 依赖 性 细胞 常用 胶原 包 埋 。 
制备 固定 化 细胞 有 不 同 的 方法 ,各 种 方法 的 特点 列 于 表 2 一 1。 


表 2 一 1 动物 细胞 固定 化 各 种 方法 的 特点 


吸附 共 价 贴 附 离子 / 共 价 交 联 包 埋 fik 
负载 能 内 低 低 高 高 高 
机 械 保护 无 无 Gd 有 有 
细胞 活性 高 低 高 低 高 
制 备 简单 复杂 简单 简单 复杂 
扩散 限制 无 无 有 有 : 有 
"ux ^ 有 无 X 无 无 
1. 吸附 


选择 适当 的 条 件 ,将 细胞 和 支持 物 混合 ,细胞 便 贴 附 在 支持 物 的 表面 。 此 方法 的 缺点 主要 
是 负荷 能 力 低 , 有 细胞 脱落 的 危险 由 于 细胞 位 于 支持 物 表面 ,细胞 没有 抗 机械 剪 切 的 保护 ,但 
扩散 限制 小 。 明 附 的 一 个 特例 就 是 微 载体 培养 贴 璧 依赖 性 细胞 。 

2. 共 价 贴 附 

细胞 和 支持 物 通 过 化 学 键 结合 ,减少 了 细胞 泄漏 。 但 需 化 学 试剂 处 理 ， 这 对 细胞 活性 不 利 。 
由 于 是 贴 附 ,扩散 限制 小 ,但 细胞 不 能 得 到 保护 。 

3. BE-- / JC (fr SEX 


dn JE FERE G4) ORBE A8) RR At RI E, DUI e Ts Ln AER EZR. ABC ADDRESS 


55 .[H Lb TAE PESE, ALIE SR BRL FH ILC RE RE n] VAL HESRCUUBURS E FE ,防止 细胞 洪 漏 。 共 
价 交 联 试剂 往往 导致 一 些 细胞 死亡 。 离子 交 联 和 共 价 交 联 类 似 于 包 埋 ,往往 产生 扩散 限制 。 
“4. AR . 
1984 年 LimI5 等 发 展 了 一 种 微 囊 化 方法 。 它 是 在 液体 状态 和 生理 条 件 下 制备 的 ,对 细胞 
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È ast ai^ gm 


pi 
————————— MP 


本 


的 生长 条 件 改 变 不 大 ,因此 使 包 埋 的 细胞 能 够 成 活 ,也 能 培养 生长 . 微 囊 化 后 ,降低 了 培养 时 对 
细胞 的 剪 切 力 。 微 赛 里 面 处 于 一 种 微小 的 培养 环境 ,与 液体 培养 差不多 ,细胞 生长 良好 。 微 讲 
化 培养 能 提供 很 高 的 细胞 密度 ,使 得 产物 浓度 增加 ,纯度 提高 。 

5. 包 埋 

此 法 步骤 简单 ,条件 温 和 ,细胞 和 高 聚 物 或 单 体 混 合 , 随 着 凝 胶 的 形成 ,细胞 嵌入 到 高 聚 物 
的 网 络 中 。 由 于 有 一 系列 高 育 物 可 采用 ,通常 可 以 选择 合适 的 系统 使 细胞 处 于 活性 状态 。 这 种 
方法 负荷 量 大 ,细胞 泄漏 减少 ,高 聚 物 网 络 能 保护 细胞 抗 机 械 剪 切 。 当然, 它 亦 存在 一 些 缺 点 ， 
如 扩散 限制 ,并 非 所 有 细胞 都 能 处 于 最 佳 基质 浓度 ,而 且 大 分 子 基 质 不 能 渗透 高 聚 物 网 络 , 往 
往 有 一 些 物 质 被 排斥 在 外 。 


第 二 节 动物 细胞 培养 的 操作 方式 


无 论 是 贴 壁 细胞 还 是 悬浮 细胞 ,就 操作 方式 而 言 ,深层 培养 可 分 为 分 批 式 、. 流 加 式 、 YEA 
式 、 连 续 式 和 灌注 式 5 种 方式 。 

不 同 的 操作 方式 ,具有 不 同 的 特征 。 下 面 分 别 对 这 5 种 操作 方式 进行 介绍 。 

一 ,分 批 式 操作 

分 批 式 培养 是 指 将 细胞 和 培养 液 一 次 性 装 入 反应 器 内 ,进行 培养 ,细胞 不 断 生长 ,产物 也 
不 断 形成 ,经 过 一 段 时 间 反 应 后 ,将 整个 反应 系 取出 。 

对 于 分 批 式 提 作 ,细胞 所 处 的 环境 时 刻 都 在 发 生变 化 ,不 能 使 细胞 自始至终 处 于 最 优 条 件 
下 ,在 这 个 意义 上 它 并 不 是 一 种 好 的 操作 方式 .但 由 于 其 操作 简便 ,容易 掌握 ,因而 又 是 最 常用 
的 操作 方式 。 
o 细胞 分 批 式 培养 的 生长 曲线 如 图 2 1 所 示 。 分 批 式 培养 过 程 中 ， 细胞 的 生长 可 分 为 延迟 

期 .对 数 生长 期 ,减速 期 .平稳 期 和 衰退 期 5 个 阶段 。 

”延迟 期 是 指 细胞 接种 到 细胞 分 裂 繁 殖 这 段 时 间 。 延 迟 期 的 长 短 依 环境 条 件 的 不 同 而 异 , 且 
受 种 子 细胞 本 身 条 件 影响 。 细胞 的 延迟 期 是 其 分 裂 繁 殖 前 的 准备 时 间 。 一 方面 ,细胞 逐渐 适应 
新 的 环境 条 件 , 另 一 方面 ,又 不 断 积累 细胞 分 裂 繁 殖 所 必需 的 某 些 活性 物质 ,使 之 达到 一 定 浓 
度 。 选 用 生长 比较 旺盛 的 对 数 生长 期 细胞 作为 种 子 细胞 ,可 缩短 延迟 期 。 
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图 2-1 分 批 式 培养 细胞 生长 曲线 
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细胞 内 的 准备 一 结束 ,细胞 便 开 始 迅速 繁殖 ,进入 对 数 生长 期 。 此 时 细胞 随时 间 呈 指数 函 
数 形式 增长 。 | 

细胞 通过 对 数 生 长 期 迅速 生长 繁殖 之 后 ,由 于 环境 条 件 的 不 断 变化 ,如 营养 物质 不 足 、 抑 
制 物 积累 .细胞 生长 空间 减少 等 原因 ,细胞 经 过 减速 期 逐渐 进入 平稳 期 ,细胞 生长 和 代谢 减 慢 ， 
细胞 数 基本 维持 不 变 。 

在 经 过 平稳 期 之 后 ,由 于 环境 条 件 恶 化 ,有 时 也 可 能 由 于 细胞 本 身 遗 传 特性 的 改变 ,细胞 
逐渐 进入 衰退 期 而 不 断 死亡 ,或 由 于 细胞 内 某 种 酶 的 作用 而 使 细胞 发 生 自 溶 。 

二 、 流 加 式 操作 5 

流 加 式 操 作 是 指 先 将 一 定量 的 培养 液 装 入 反应 器 ,在 适宜 条 件 下 接种 细胞 ,进行 培养 , 细 
胞 不 断 生长 ,产物 也 不 断 形成 。 随 着 细胞 对 营养 物质 的 不 断 消耗 ,新 的 营养 成 分 不 断 补 充 至 反 
应 器 内 ,使 细胞 进一步 生长 代谢 ,到 反应 终止 时 取出 整个 反应 系 。 

流 加 操作 的 特点 就 是 能 够 调节 培养 环境 中 营养 物质 的 浓度 。 一 方面 , 它 可 以 避免 某 种 营养 
成 分 的 初始 浓度 过 高 而 出 现 底 物 抑制 现象 , 另 一 方面 ,能 防止 某 些 限制 性 营养 成 分 在 培养 过 程 
中 被 耗 尽 而 影响 细胞 的 生长 和 产物 的 形成 ,这 是 流 加 式 操 作 与 分 批 式 操作 的 明显 不 同 。 此 外 ， 
由 于 新 鲜 培养 液 的 加 入 ,整个 过 程 中 反应 体积 是 变化 的 ,这 也 是 它 的 一 个 重要 特征 。 

根据 不 同情 况 ,存在 不 同 的 流 加 方式 ,从 控制 角度 可 分 为 无 反馈 控制 流 加 和 有 反馈 控制 流 
加 两 种 .无 反馈 控制 流 加 包括 定 流量 流 加 和 间断 流 加 等 。 有 反馈 控制 流 加 ,一 般 是 连续 或 间断 
地 测定 系统 中 限制 性 营养 物质 的 浓度 ,并 以 此 为 控制 指标 ,来 调节 流 加 速率 或 流 加 液 中 营养 物 
质 的 浓度 等 。 l 
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三 、 半 连续 式 操 作 

半 连 续 培养 又 称 为 反复 分 批 式 培养 或 换 液 培养 ,是 指 在 分 批 式 操作 的 基础 上 ,不 全 部 取出 
反应 系 ,剩余 部 分 重新 补充 新 的 营养 成 分 ,再 按 分 批 式 操作 的 方式 进行 培养 ,这 是 反应 器 内 培 
养 液 的 总 体积 保持 不 变 的 操作 方式 。 

图 2 —2 为 曲 型 的 半 连 续 培 养 悬 浮 细胞 ( 换 液 时 细胞 一 起 换 出 ) 时 的 生长 曲线 。 这 种 操作 方 
式 可 以 反复 收获 培养 液 , 对 于 培养 基因 工程 动物 细胞 分 泌 有 用 产物 或 病毒 培养 过 程 比 较 实 用 ， 
尤其 是 微 载体 培养 系统 更 是 如 此 。 例 如 ,采用 微 载体 系统 培养 基因 工程 :CHO 细胞 , 待 细 胞 长 
满 微 载体 后 ,可 反复 收获 细胞 分 泌 的 乙肝 表面 抗原 (HBsAg) 制 备 乙肝 疫苗 。 


葡萄 糖 浓度 
mg/ 100ml 
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ERREA 
连续 式 操作 ,是 指 将 细胞 种 子 和 培养 液 一 起 加 入 反应 器 内 进行 培养 ,一 方面 新 鲜 培 养 液 不 
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断 加 入 反应 器 内 , 另 一 方面 又 将 反应 液 连 续 不 断 地 取出 ,使 反应 条 件 处 于 一 种 恒定 状态 。 

与 分 批 式 操作 和 半 连 续 式 操作 不 同 ,连续 培养 可 以 控制 细胞 所 处 的 环境 条 件 长 时 间 的 稳 
定 , 因 此 ,可 以 使 细胞 维持 在 优化 状态 下 ,促进 细胞 生长 和 产物 形成 。 此 外 ,对 于 细胞 的 生理 或 
代谢 规律 的 研究 ,连续 培养 是 一 种 重要 的 手段 。 

连续 培养 过 程 可 以 连续 不 断 地 收获 产物 ,并 能 提高 细胞 密度 ,在 生产 中 被 应 用 于 培养 非 贴 
壁 依赖 性 细胞 。 如 英国 Celltech 公司 采用 连续 培养 杂交 瘤 细胞 的 方法 ,连续 不 断 地 生产 单 克隆 
抗体 。 

五 ,灌注 培养 | 

灌注 式 操作 是 指 细 胞 接种 后 进行 培养 ,一 方面 新 鲜 培 养 基 不 断 加 入 反应 器 ,一 方面 又 将 反 
应 液 连续 不 断 地 取出 ,但 细胞 留 在 反应 器 内 ,使 细胞 处 于 一 种 不 断 的 营养 状态 。 

当 高 密度 培养 动物 细胞 时 ,必须 确保 补充 给 细胞 以 足够 的 营养 以 及 去 除 有 毒 的 代谢 废物 。 
在 分 批 培养 中 ,可 以 采用 取出 部 分 用 过 的 培养 基 和 加 入 新 鲜 的 培养 基 的 办 法 来 实现 .这 种 分 批 
部 分 换 液 办 法 的 缺点 在 于 当 细 胞 密度 达到 一 定量 时 , 废 代谢 物 的 浓度 可 能 在 换 液 前 就 达到 了 
产生 抑制 作用 的 程度 。 降 低 废 代谢 产物 的 有 效 的 方法 就 是 用 新 鲜 的 培养 基 进 行 灌注 。 通 过 调 
节 汐 注 速度 ,可 以 把 培养 过 程 保持 在 稳定 的 、 废 代谢 物 低 于 抑制 水 平 的 状态 下 。 一 般 在 分 批 培 
养 中 细胞 密度 为 (2 一 4) X10 ml, 在 灌注 系统 中 可 达到 (2 一 5) X107/ml。 灌注 技术 已 经 应 用 于 
许多 不 同 的 培养 系统 中 ,规模 分 别 为 几 十 升 至 几 百 升 。 


表 2 一 2 不 同 培养 工艺 对 tPA 产量 和 活性 的 影响 


培 养 工艺 分 批 半 连 续 Em 注 
纯化 得 率 ,% 8 21 65 
纯化 物质 的 相对 产量 1 1. 33 7.74 
比 活性 ,IU /mg tPA 114.4 391. 3 392.6 
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图 3-3 分 批 和 灌注 培养 对 细胞 生长 的 影响 
(a) 分 批 ; (b) 半 连续 ;〈c) 灌 注 


采用 灌注 技术 其 优越 性 不 仅 在 于 大 大 提高 了 细胞 生长 密度 ,而 且 有 助 于 产物 的 表达 和 纯 

化 。 以 基因 工程 CHO 细胞 生产 人 组 织 型 血 纤维 溶 酶 原 激活 剂 (tPA ) 为 例 ""。tPA 是 培养 过 程 

中 细胞 分 泌 的 产物 ,采用 长 时 间 的 培养 周期 是 经 济 和 合理 的 工艺 手段 。 在 分 批 培养 中 ,培养 基 

中 的 tPA 长 时 间 处 于 培养 温度 (37C) 下 ,可 能 产生 包括 降解 .聚合 等 多 种 形式 的 变化 ,影响 得 
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率 和 生物 活性 。 当 采用 连续 灌注 工艺 时 ,作为 产物 的 tPA 在 镀 内 的 停留 时 间 大 大 缩短 ,一 般 可 
由 分 批 培养 时 的 数 天 缩短 至 数 小 时 ,并 且 可 以 在 灌注 系统 中 配 有 冷藏 钠 , 把 取出 的 上 清 液 立即 
贮存 在 4C 左 右 的 低温 贮 饶 中 ,使 tPA 的 生物 活 性 得 到 保护 ， 产物 的 数量 和 质量 都 超过 分 批 培 
养 工 艺 ( 见 图 2 一 3 和 表 2-2). 


第 三 节 ”细胞 培养 过 程 的 放大 


“放大 ”通常 是 指 生产 规模 的 增 大 和 生产 能 力 的 增加 。 放 大 的 目的 是 在 更 大 的 规模 重 现 某 
个 过 程 并 实现 预期 的 实验 结 | 

生产 的 规模 取决 于 该 产品 的 需求 量 和 生产 效率 ,往往 可 以 相差 几 个 数量 级 .如 某 些 诊断 试 
剂 可 以 在 实验 室 规模 的 每 天 10 一 20L 装置 中 生产 ,而 某 些 治疗 药物 可 能 要 在 每 天 10000L 以 
上 的 规模 生产 。 目 前 工业 规模 的 连续 或 半 连 续 系统 ,一 般 为 每 天 收获 25~500L ,分 批 反应 器 容 
BU 500— 5000L ,操作 周期 通常 为 1~3 周 。 近 年 来 , 某 些 病毒 疫苗 已 用 微 载体 系统 在 500L 以 
上 工作 容积 的 搅拌 反应 器 中 生产 。 细 胞 在 搅拌 反应 器 中 的 悬浮 培养 已 达 3000L 工作 容积 ,而 
干扰 素 的 生产 规模 已 达到 8000L 。 

动物 细胞 培养 由 实验 室 建立 的 细胞 株 到 反应 器 的 大 规模 培养 一 般 经 历 5 个 不 同 的 阶段 
( 表 2-3)。 第 一 阶段 是 筛选 和 开发 能 表达 所 需 产物 的 细胞 系 。 这 一 阶段 通常 涉及 到 重组 DN A 
和 细胞 融合 技术 以 期 获得 一 个 有 较 高 生长 速率 、 较 强 的 抗 诱 变性 能 、 很 高 的 专 一 表达 水 平和 生 
产 速率 的 细胞 株 。 第 二 阶段 是 在 方 瓶 或 转 瓶 中 确定 该 细胞 系 对 营养 物质 和 环境 的 要 求 。 放 大 
的 过 程 从 第 三 阶段 开始 。 这 一 阶段 ,细胞 培养 转 入 生物 反应 器 中 进行 ,最 理想 的 是 采用 由 生产 
规模 的 反应 器 缩小 的 台式 反应 器 ,通常 为 1~5L 。 对 细胞 的 营养 物质 要 求 和 环境 条 件 参数 要 进 


““ 行 验证 和 修正 ,确定 最 佳 的 操作 方式 (如 分 批 、 流 加 、 半 连续 ,连续 或 灌注 操作 )。 第 四 阶段 在 中 


试 规模 进一步 根据 生产 的 实际 条 件 和 可 能 性 ,确定 过 程 的 控制 方案 ,根据 细胞 株 的 实际 情况 寻 
求 过 程 的 优化 方案 ,对 培养 的 环境 作 进一步 的 调整 ,这 一 阶段 是 把 实验 室 的 结果 引 向 生产 水 平 
过 程 中 所 必需 的 ,其 中 包含 有 许多 在 转 入 生产 规模 时 所 必须 解决 的 工程 问题 。 第 五 阶段 是 扩大 
到 生产 规模 ,所 用 的 反应 器 是 生产 规模 的 ,但 是 还 必须 与 中 试 过 程 密切 结合 ,在 生产 规模 中 尚 
需 解 决 的 问题 可 以 和 中 试车 问 的 试验 相 结合 合 , 以 最 终 实 现 由 实验 室 研究 转 入 工业 规模 的 生产 。 


表 2 一 3 细胞 培养 放大 过 程 的 5 个 主要 阶段 


5 ë g 装备 培 养 规模 
[TETTE 细胞 /组 织 培养 实验 室 98 孔 板 , 方 瓶 
确定 培养 条 件 细胞 /组 织 培养 实验 室 Jr OR EORR 
产物 表达 的 优化 生物 工程 实验 室 ,细胞 培养 实验 室 台式 生物 反应 器 
为 放大 修正 条 件 实验 室 , 中 试车 间 台式 和 中 试 生物 反应 器 


.放大 生产 l 生产 车 间 , 中 试车 间 生产 用 反应 器 ,中 试 反应 器 


目前 ,以 下 6 个 主要 问题 阻 得 了 大 规模 细胞 培养 技术 的 广泛 应 用 。 

一 .培养 基 组 成 

血清 的 作用 在 于 向 细胞 提供 激素 (生化 因子 ) ,转移 蛋白 和 其 它 营 养 物 质 .目前 血清 是 培养 
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基 中 不 可 缺少 的 组 分 ,并 成 为 达到 最 优化 和 经 济 性 目标 的 障碍 .降低 血清 用 量 和 采用 无 血清 培 
养 基 成 为 研究 的 热点 。 这 是 基于 以 下 的 考虑 : 
(1) 血清 中 含有 广泛 的 微量 组 分 ,对 细胞 生长 有 相当 大 的 作用 ,但 对 其 存在 的 作用 至 今 还 
未 充分 确定 ; 
(2) 对 通过 细胞 培养 获得 产物 的 过 程 ,血清 的 存在 是 纯化 的 主要 障碍 ,甚至 难以 使 产物 形 
成 医药 产品 ; 
C3). 血清 常 受 病毒 污染 ,其 中 许多 对 细胞 培养 无 害 , 但 增加 了 未 知 因素 ,为 操作 者 不 能 控 
制 ; 
(4) 血清 是 培养 基 成 本 的 主要 部 分 ， 
C5) 血清 不 仅 有 生长 促进 活力 ,而 且 有 生长 抑制 活力 ; 
(6) 实验 和 生产 过 程 的 标准 化 困难 。 
二 、 限 制 细胞 生长 的 因素 
在 动物 细胞 培养 系统 中 有 许多 因素 限制 了 细胞 生长 .与 微生物 发 酵 相 比 ,动物 细胞 培养 能 
达到 的 细胞 密度 比较 低 。 根 据 不 同 的 细胞 类 型 .培养 系统 和 培养 基 组 成 ,其 范围 为 每 毫升 (0.5 
一 5)X10' 个 细胞 , 限制 细胞 密度 的 主要 因素 是 培养 条 件 和 最 优 控 制 。 两 个 关键 是 细胞 代谢 物 
(乳酸 、 氨 等 毒害 和 营养 物 的 耗竭 ,此 外 接种 的 最 小 细胞 密度 也 可 能 是 一 个 限制 因素 。 细胞 培 
养 物 通过 生产 刺激 它们 自身 生长 的 因子 来 调节 它们 的 培养 环境 ,在 培养 贴 壁 生长 细胞 时 ,细胞 
生长 还 受 限 制 于 可 利用 的 生长 表面 积 。 
代谢 产物 的 毒害 和 培养 基 的 耗竭 而 引起 的 生长 限制 ,可 以 通过 过 程 调 控 来 解决 , 即 采用 灌 
注 系统 或 换 液 . 流 加 等 办 法 来 解决 ,灌注 是 一 个 最 好 的 方法 , 既 可 用 于 单 层 培养 系统 ,也 可 用 于 
微 载体 和 巧 泽 培养 系统 。 采用 这 种 方法 ,细胞 密度 可 以 达到 10X 10'/ml. 与 生长 表面 各 有关 的 
问题 可 以 通过 开发 高 比 表面 积 细胞 培养 系统 来 加 以 克服 (如 从 滚 瓶 系统 .多 层 平板 或 填充 床 的 
发 酵 钠 ,到 中 空 纤 维系 统 以 及 微 载体 系统 )。 这 些 最 新 的 培养 系统 已 经 应 用 于 大 规模 细胞 培养 ， 
使 之 可 以 有 很 好 的 温度 .pH 值 . 氧 和 营养 物 的 控制 ,并 在 悬 溯 条 件 下 保持 细胞 的 均 相 培养 。 
三 ,污染 的 控制 
动物 细胞 培养 物 可 能 被 各 种 微生物 病毒 污染 。 这 些 污 染 物 的 来 源 包括 细胞 种 子 、 血 清 , 试 
剂 , 实 验 室 环境 和 操作 人 员 。 
污染 的 控制 起 始 于 细胞 种 子 及 其 保存 。 对 冻 存 细胞 必须 严格 测试 证 明 其 无 污染 。 某 些 组 
分 如 血清 或 胰 酶 (用 在 贴 壁 生 长 细胞 的 传代 培养 ) 可 能 被 支原体 或 病毒 污染 。 有 些 污 染 物 难以 
被 过 滤 除 菌 除 去 , 故 可 高 温 灭 菌 的 培养 基 应 运 而 生 。 实 验 室 或 中 试车 间 需 要 有 快速 .灵敏 和 价 
廉 的 测试 方法 检定 支原体 和 病毒 等 常见 的 细胞 培养 污染 物 。 
在 生产 过 程 或 实验 室 空 间 中 ,完全 没有 微生物 的 污染 是 不 可 能 的 ,这 需 通 过 改进 设备 的 设 
“ 计 消 除 这 些 污 染 源 , 其 中 反应 器 的 设计 是 关键 。 实 验 人 员 也 常 是 重要 的 污染 源 ,无 菌 操 作 技 术 
f BAE UE A p En 
,产物 表达 的 控制 
”动物 细胞 培养 的 产物 有 两 大 类 。 一 是 细胞 本 身 , 另 一 -是 由 细胞 分 小 的 某 些 产 物 。 由 细胞 分 
这 的 产物 可 分 为 3 类 :(1) 天 然 产 物 ,如 淋巴 因子 、 激 率 、 病 毒 等 ; (2) 基 因 工 程 产物 ,如 病毒 亚 单 
位 蛋白 ;(3) 融 合 细胞 产物 ,如 单 克隆 抗体 。 
掌握 细胞 生长 的 优化 条 件 和 确定 产物 表达 的 培养 环境 的 各 物理 参数 是 放大 的 基础 .但 是 ， 
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细胞 生长 的 最 优 条 件 并 不 一 定 是 产物 表达 的 最 优 条 件 。 产 物 常常 在 细胞 的 衰退 期 得 到 最 佳 表 
达 , 而 不 是 在 对 数 生长 期 。 目 前 在 平稳 期 或 衰退 期 控制 基因 表达 仍 很 困难 。 

产物 表达 的 问题 主要 是 生物 学 方面 的 ,一 旦 更 清楚 地 了 解 了 其 生物 学 情况 ,就 能 开发 出 所 
需要 的 和 硬件。 这 些 问 题 的 生物 学 解决 办 法 有 : 

D 建立 能 更 高 密度 生长 或 对 生长 条 件 要 求 不 太 严格 的 细胞 系 ; 

(2) 开发 能 大 量 生 产 目 标 产 品 的 细胞 系 ; 

(3) 有 可 能 通过 诱导 分 裂 或 诱导 存在 质粒 的 表达 使 细胞 具有 高 水 平 的 产物 表达 ; 

(4) 开发 更 好 的 克隆 载体 。 这 些 载体 应 具有 高 水 平 表达 产物 的 特性 ,特别 是 有 利于 目标 产 
物 的 表达 。 . 

五 .硬件 和 过 程 设计 参数 . 

与 大 规模 动物 细胞 培养 有 关 的 反应 器 和 设备 问题 可 归纳 为 : 

(1) 细胞 培养 环境 的 控制 (温度 ,溶解 氧 、 二 氧化 碳 .pH 值 ,渗透 压 )，; 

(2) 污染 的 排除 (阀门 设计 流体 转移 系统 、 培 养 基 灭 菌 ); 

(3) 遏制 潜在 的 生物 毒害 物 的 扩散 (反应 器 的 取样 .产物 的 收获 ); 

(4) 为 贴 壁 生长 细胞 提供 足够 的 表面 积 (固体 介质 的 性 质 、 培养 系统 的 比 表面 积 ); 

(5) 在 培养 中 对 剪 切 力 的 控制 (搅拌 .通气 、 细 胞 收获 ) 。 

充分 的 氧 传递 可 能 是 所 有 培养 反应 器 放大 中 的 问题 。 在 微 载体 上 生长 的 贴 壁 细胞 或 悬浮 
细胞 可 用 可 消毒 电极 来 监控 ,对 于 动物 细胞 系统 ,过 程控 制 更 复杂 。 只 有 控制 很 窄 的 pH [HE 
透 压 ,温度 和 溶解 气体 浓度 的 范围 ,才能 使 这 些 细 胞 保持 在 原 有 组 织 相似 的 生长 环境 。 

培养 贴 壁 细胞 的 表面 积 可 以 通过 中 空 纤维 和 微 载 体 技术 得 到 大 大 增加 。 从 纤维 上 收获 细 
胞 的 方法 还 需要 进一步 地 研究 。 对 于 一 种 细胞 , 选 定 了 合适 的 微 载体 , 则 放大 的 问题 就 在 于 廉 
价 培养 介质 ,它们 的 灭 菌 以 及 在 细胞 培养 中 重复 使 用 。 

芸 浮 在 反应 器 中 的 细胞 还 对 剪 切 敏感 。 在 使 用 搅拌 反应 器 时 , 贴 附 有 贴 壁 细胞 的 微 载体 的 
碰撞 是 一 个 不 可 避免 的 问题 .通过 对 反应 器 内 几何 尺寸 的 最 优化 ,可 在 提供 足够 宏观 混合 的 同 
时 减 小 机 械 剪 切 力 。 许 多 反应 器 采用 大 桨 叶 、 船 帆 桨 或 温和 的 低 剪 切 流体 循环 系统 , 某 些 动物 
细胞 甚至 可 以 在 原先 设计 用 于 微生物 培养 的 搅拌 反应 器 中 培养 。 

在 细胞 收获 和 细胞 再 循环 设备 中 ,往往 产生 快速 剪 切 ,造成 动物 细胞 的 死亡 和 机 械 破 碎 。 
从 反应 器 优化 的 角度 看 ,把 动物 细胞 再 循环 至 反应 器 或 在 灌注 新 鲜 培 养 基 时 把 细胞 保留 在 反 
应 器 中 的 工艺 或 技术 ， 可 以 大 大 地 改善 产物 的 活性 、 浓度 和 反应 器 的 生产 率 。 

六 产物 收获 

从 动物 细胞 培养 中 收获 产物 的 问题 与 产品 的 类 型 有 关 。 目 前 产物 大 多 数 是 细胞 或 由 细胞 
分 泌 的 蛋白 质 , 为 得 到 大 量 的 细胞 所 需 解 决 的 问题 包括 : 

(1) 开发 细胞 培养 方法 和 工艺 ,提高 细胞 密度 ,使 收获 细胞 容易 ,特别 是 贴 壁 生长 的 细胞 ; 

(2) 冻 存 好 细胞 ,确保 细胞 种 子 的 重复 性 。 

与 蛋白 质 产 物 收获 有 关 的 问题 包括 : 

(1) 在 生长 培养 基 中 存在 污染 产物 的 血清 蛋白 质 ; 

(2) 由 培养 细胞 表达 的 细胞 产物 浓度 很 低 ; 

(3) 在 培养 条 件 下 产物 的 不 稳定 性 。 

结果 ,产物 常常 小 于 培养 基 中 总 蛋白 质量 的 1% 。 浓缩 和 纯化 这 些 产物 需要 许多 步 又， 产 
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物 收 率 常 常 很 低 。 
解决 蛋白 质 纯化 的 方法 包括 ， 
(1) 使 用 无 血清 (甚至 无 蛋白 ) 培 养 基 使 “污染 ”蛋白 量 最 少 ; 
(2) 开发 产物 特异 的 亲 和 柱 ; 
(3) 开发 筛选 技术 以 快速 地 确定 产生 大 量 产物 的 细胞 克隆 ; 
CD 开发 在 无 血清 培养 基 中 稳定 蛋白 质 产 物 以 及 抑制 细胞 内 、 外 和 蛋白酶 活性 的 方法 ; 
(5) 采用 中 空 纤维 , 微 赛 或 其 它 合适 的 技术 分 离 或 浓缩 产物 。 
纯化 的 步骤 不 仅 必须 效率 高 ,而 且 尽量 不 在 产物 中 加 入 不 需要 的 组 分 。 


第 四 节 ”动物 细胞 培养 生物 反应 器 


一 台 生 物 反 应 器 的 设计 必须 满足 如 下 要 求 ， 

CD 生物 因素 :必须 有 很 好 的 生物 相 容 性 ,能 很 好 地 模拟 细胞 在 动物 体内 的 生长 环境 ; 

(2) 化 学 因素 :必须 提供 足够 的 停留 时 间 ,完成 所 需要 的 转化 率 , 符 合 过 程 反应 动力 学 的 
要 求 ; 

(3) 传 质 因素 :对 于 非 均 相 反应 ,反应 过 程 往往 被 反应 底 物 的 扩散 速率 制约 ,而 不 是 反应 
动力 学 所 控制 ,因此 必须 满足 物质 传递 的 要 求 ; 

(4) 传 热 因 素 : 有 能 力 除 去 和 加 入 反应 过 程 的 热量 ,无 过 热点 ; 

C5) 安全 因素 :有 毒害 的 反应 物 和 产物 的 隔离 ,有 优良 的 防 污染 性 能 * 

(6) 操作 因素 :便于 操作 和 维修 。 

为 了 满足 这 些 相互 联系 而 且 常 常 是 相反 的 因素 的 需要 ,生物 反应 器 的 设计 成 为 一 个 复杂 
和 困难 的 任务 。 

70 年 代 以 来 ,细胞 用 生物 反应 器 有 很 大 的 发 展 ,种 类 越 来 越 多 ,规模 越 来 越 大 。 其 种 类 大 
致 有 :塑料 袋 增殖 器 ,填充 床 增殖 器 .多 层 板 增殖 器 .螺旋 膜 增殖 器 . 管 式 螺旋 增殖 器 、 陶 质 抢 形 
通道 蜂 帘 状 增殖 器 、 流 化 床 反应 器 .中 空 纤维 及 其 它 膜 式 反应 器 .搅拌 反应 器 .空气 提升 式 反应 
器 等 。 搅 拌 反应 器 的 搅拌 型 式 大 致 上 有 : 浆 式 搅拌 器 . 棒 式 搅拌 器 .船舶 推进 桨 搅拌 器 、 倾 斜 桨 
叶 搅 拌 器 、 船 山形 搅拌 器 、 往 复 振动 锥 孔 筛 板 搅 拌 器 、 笼 式 通气 搅拌 器 、 以 及 华东 化 工学 院 开发 
的 双 层 算式 通气 搅拌 器 等 , 随 着 市 场 对 细胞 培养 产物 需求 的 增加 ,国外 许多 公司 设计 并 生产 了 
许多 大 型 细胞 培养 用 反应 器 ,如 Celltech 公司 建立 了 10000L 规模 的 生物 反应 器 培养 杂交 瘤 细 
胞 生产 单 克 隆 抗 体 ,Sumitomo 公司 建立 了 8000L 反应 器 生产 tPA , Wellcome 公司 建立 了 
8000L 搅拌 反应 器 生产 病毒 疫苗 .干扰 素 和 其 它 生物 制品 ,加 拿 大 最 近 从 瑞士 Bioengineering 
公司 购 进 4 台 2000L 反应 器 生产 冰 髓 灰质 炎 疫 苗 。 

一 .生物 反应 器 的 种 类 

1. 悬浮 培养 用 5 i 

有 空气 提升 式 00( 如 英国 Celltech 公司 和 瑞士 Chemap 47), pipe] (gn 3€ NBS 
公司 和 德国 GBF) .中空 纤 维 管 呈 (如 美国 Bioresponse 和 Invitron 公司 ) 及 陶 质 矩形 通道 蜂窝 
状 生物 反应 器 505 。 

2. 贴 壁 培养 用 

有 搅拌 槽 ( 微 载体 系统 )、. 中 空 纤 维 管 和 陶 质 抢 形 通道 蜂窝 状 生物 反应 器 。 
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3. 包 埋 培养 用 
AMAER (如 美国 Belico 公司 )、 固 定 床 " "生物 反应 器 。 
某 些 生物 反应 器 的 主要 特性 列 于 表 2 — 4091, 


表 2-4 某 些 生物 反应 器 的 主要 特性 


反应 器 类 别 搅拌 档 、 气 体 提升 式 ”细胞 截留 的 搅拌 槽 “| ELR ARER ”中空 纤 维 、 了 网 质 组 件 
。 充 床 / 流 化 床 中 ) 
通常 细胞 密度 ,mi-! (3~4)X10 3x10 (1 一 3) x 105 1x10 
细胞 的 剪 切 保护 有 ( 需 良 好 设计 ) 有 ( 需 良 好 设计 ) 有 有 
下 游 处 理 困难 困难 容易 很 容易 
对 细胞 检测 和 控制 直接 直接 有 时 直接 间接 
扩散 限制 有 有 
放大 困难 困难 
生产 率 很 高 很 高 
过 程控 制 容易 容易 稍 难 困难 
ERAR B E 贴 壁 \ 结 团 WE 
细胞 生长 速率 很 低 很 低 


产品 


二 、 气 升 式 细胞 培养 生物 反应 器 "" 

气 升 式 反应 器 的 基本 原理 如 图 2-4 所 示 , 气体 混合 物 从 底部 的 喷射 管 进 入 反应 器 的 中 央 
导 流 管 ,使 得 中 央 导 流 管 中 的 液体 密度 低 于 外 部 区 域 ,从 而 形成 循环 .空气 提 升 式 生物 反应 器 
主要 有 两 种 构 型 。 一 种 是 内 循环 式 , 一 种 是 外 循环 式 。 动 物 细胞 培养 一 般 采 用 内 循环 式 , 但 是 
也 有 的 采用 外 循环 式 .器 内 装 有 环形 管 作为 气体 喷射 器 , 孔 的 设计 要 保证 在 控制 的 气 速 范 围 内 


产生 的 气泡 直径 为 1 一 20mm ,空气 流速 一 般 控制 在 0. 01 一 0. 06v VM ,反应 器 高 径 比 一 般 为 3 
: 1~12: 1 


(a) (b) 


图 2-4 气 升 式 反应 器 原理 
(a) 内 循环 式 ;《b) 外 循环 式 


空气 mA 空气 


气 升 式 生 物 反应 器 与 搅拌 生物 反应 器 相 比 ,产生 的 淇 动 温和 而 均匀 ,前 切 力 相当 小 ,器 内 
没有 机 械 运动 部 件 ,因而 细胞 损伤 率 比 较 低 ;直接 喷射 空气 供 氧 , 氧 传递 速率 高 ;液体 循环 量 
大 ,使 细胞 和 营养 成 分 能 均匀 地 分 布 于 培养 基 中 。 . 

英国 Celltech 公司 首先 采用 空气 提升 式 生 物 反 应 器 培养 杂交 瘤 细 胞 生产 单 克隆 抗体 。 
1980 年 为 10L 规模 ,1984 年 放大 到 100L 和 200L 规模 ,以 后 又 放大 到 1000L 和 2000L ,到 
1990 年 放大 到 10000L 。 逐 级 放大 的 主要 问题 是 控制 通气 速率 和 混合 性 能 ,以 达到 细胞 、 氧 和 


营养 物质 均匀 分 布 。 培 养 工艺 是 用 阶 式 系统 , 先 在 10L 反应 器 中 培养 细胞 2 一 3 天 ,再 逐 级 转 
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移 到 100L 和 1000L 。 从 10L 到 1000L 培养 , 共 需 17 天 时 间 , 生 产 单 克隆 抗体 100g 。 

”在 气 升 式 反应 器 中 , 溶 气 的 控制 可 以 通过 自动 调节 进入 空气 的 速率 来 实现 。pH 值 可 通过 
在 进 气 中 加 入 二 氧化 碳 或 加 入 氨 氧 化 钠 来 控制 ,在 低 血清 培养 和 小 通气 量 下 ,一般 产生 泡沫 不 
多 ,如 果 必 要 可 采用 专门 消 泡 剂 控制 。 通过 无 菌 取样 ,计数 细胞 可 以 对 细胞 生长 进行 监测 , 亦 可 
通过 测定 氧 消耗 等 方法 对 细胞 生长 进行 间接 测定 。 


32-5 气 升 式 反应 器 和 传统 培养 方法 的 抗体 产 率 比较 


搞 体 产量 ;mg/L 

细胞 系 搞 休 类 型 。 一 一 气 升 式 /传统 方法 
IgG 14 20 86 5.1 

IgM 70 127 295 3.0 

IgG 9 10 73 7.7 

IgG 28 30 100 3.4 

IgG 60 76 260 3.8 

IgM 20 25 112 5.0 

IgG 30 38 200 5.9 

IgG 120 100 350 3.2 


oo -3 c OC) n Qo tà -— 


D1~4 X 1000L 规模 ,5 一 8 为 100L 规模 。 


抗体 的 合成 大 多 数 处 于 平稳 期 和 衰退 期 。 在 持续 300h 培养 中 产生 了 200g 抗体 。 根 据 细 
胞 系 的 不 同 ,生产 周期 在 140 一 400h 之 间 ,倍增 时 间 和 最 大 细胞 密度 分 别 为 11 一 36h 和 1. 0 一 
4.6X10*/ml, 抗 体 浓度 在 40 一 500mg/L 之 间 。 在 简单 培养 系统 中 (如 培养 瓶 和 滚 瓶 中 ) 抗 体 浓 
度 在 10—100mg/L 之 间 , 在 培养 炙 中 浓 虔 之 所 以 得 以 提高 是 过 程 优化 的 结果 ,尤其 是 对 培养 
基 的 设计 和 主要 环境 参数 的 控制 . 表 2-5 列 出 了 8 种 细胞 的 有 关 培 养 数 据 。 可 以 看 出 , 同 传统 
的 方法 (培养 瓶 , 深 瓶 ) 相 比 , 气 升 式 反 应 器 的 抗体 产量 平均 提高 4.6 f. 

三 .中 空 纤维 管 生物 反应 器 

中 室 纤 维 管 生物 反应 器 (图 2 一 5) 用 途 较 广 , 既 可 培养 悬浮 生长 的 细胞 ,又 可 培养 贴 壁 依 
赖 性 细胞 ,细胞 密度 最 高 可 达 10"/ml 数量 级 。 如 果 控 制 系统 不 受 污染 ,能 长 期 运转 。 已 用 这 种 
反应 器 培养 过 的 细胞 型 和 生产 的 分 刻 产 物 , 如 表 2 一 6。 


i e 图 2-5 中 空 纤 维 反 应 器 示意 图 
p: bp p 一 灌注 液 刀 一 收获 液 ;一 管内 :e 一 管 外 


一 


h 


最 初 开发 的 中 空 纤维 管 系统 ,是 将 纤维 管束 纵向 布置 ,培养 基 、 种 细胞 由 底部 注入 ,从 顶端 
排出 ,纤维 管 间 通 气体 。 这 种 布置 方法 有 很 大 的 缺点 ,培养 基 成 分 和 代谢 产物 沿 培养 基 流 动 方 
向 产生 浓度 梯度 ,使 细胞 经 历 的 环境 随 培 养 基 的 流 过 距离 而 变 ,致使 细胞 在 纤维 管 中 生长 不 
均 , 培 养 贴 壁 细胞 时 不 能 扩展 成 单 层 。 针 对 这 一 缺点 ,新 开发 出 把 纤维 管束 模 放 成 平板 式 浅 床 ， 
KERE 3 一 6 层 纤维 管 ,将 若干 层 浅 层 床 组 合 在 一 个 容器 内 。 为 了 使 培养 基 分 布 均匀 ,在 床 层 
底部 引进 培养 基 时 , 先 通 过 一 24m 微 孔 不 锈 钢 烧 结 板 分 布 器 ,再 灌注 到 床 层 中 。 在 床 层 项 部 也 
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装置 一 20pm 微 孔 不 锈 钢 烧 结 板 分 布 器 ,防止 排出 的 培养 基 返 混 。 另 一 种 保持 培养 基 均匀 分 布 
的 方法 是 在 床 两 端 交替 灌注 新 培养 基 。Endotronics 近年 来 对 中 空 纤 维 管 生 物 反应 器 作 了 新 的 
改进 ,在 反应 器 简体 外 添置 一 膨胀 室 ,用 管 路 与 简体 相连 ,形成 一 连通 管 ,培养 基 由 简体 内 右边 
经 膨胀 室 流 到 简体 内 左边 。 经 改进 后 ,明显 地 改善 了 水 力学 条 件 , 使 培养 基 浓度 梯度 和 细胞 微 
环境 差别 减 至 最 小 ,或 者 完全 排除 中 空 纤维 管 生物 反应 器 总 的 发 展 趋势 是 让 细胞 在 管束 外 空 
间 中 生长 ,用 这 种 方式 ,能 获得 更 高 的 细胞 密度 。 


表 2-6 在 中 空 纤维 管 中 生 长 的 细胞 型 和 分 泌 产 物 


R- 人 杂交 
axma — 人 和 如 六 
淋巴 细胞 
肝癌 细胞 
前 皮 细胞 
ACE) BUR RU 
人 细胞 类 一 上 -一 3 8 HORN 
B- 淋巴 母 细胞 
结肠 腺 痛 细 腹 mE 
结肠 痛 细 胸 一 一 宫颈 痛 细 胞 He a -一 1gG 
肺 细胞 1 naana — | 
正常 二 倍 体 成 纤维 细胞 IgA 
成 纤维 细胞 TUE 
小 鸡 胚胎 细胞 - 原 代 培养 l W* —[ ekar 
生长 的 细胞 型 —i MEREN -KRIER 分 沁 的 产物 N—EMN 
ELEL . 病毒 蛋白 一 乙 型 肝炎 表面 抗原 (HBsAg) 
FURR AUR 白细胞 介 素 1 1E 


小 鼠 细胞 类 一 | NR, - 小 鼠 工 抑制 因子 
L armaw ARA - 促 细胞 生长 案 


1 一 AR CXE 蛋白 质 C 


中 国 仓鼠 肺 细胞 
一 小 仓鼠 细胞 类 -十 ee 细胞 
CHO 细胞 


罗 猴 肺 二 倍 体 细胞 
à 5m 2s f Vero 细胞 


L— gi MK-2 细胞 
FEAN 
kR -一 十 skaam 
— 成 纤维 细胞 


中 空 纤 维 管 生 物 反应 器 已 进入 工业 生产 ,主要 用 于 培养 杂交 瘤 细 胞 生产 单 克 隆 抗 体 。 
Bioresponse 和 Invitron 即 是 采用 这 种 生物 反应 器 生产 单 克 隆 抗体 。 
` 通 气 搅拌 生物 反应 器 
各 种 搅拌 生物 反应 器 的 主要 区 别 在 于 搅拌 器 的 结构 根据 动物 细胞 培养 的 特点 ,要 求 搅拌 
器 转动 时 产生 的 剪 切 力 小 ,混合 性 能 好 。 环 绕 这 个 要 求 ,已 开发 了 不 少 型 式 的 搅拌 器 。 在 已 开 
发 的 各 种 型 式 的 搅拌 器 中 ,New Brunswick Scientific Co (NBS) 开 发 的 笼 式 通气 搅拌 器 基本 上 
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能 符合 上 述 要 求 , 于 1987 年 前 后 作为 商品 推 向 国际 市 场 ,该 装置 如 图 2 —6 所 示 。 安 装 有 这 类 
装置 的 细胞 培养 用 生物 反应 器 有 1,5L、2.5L、5L 的 CelliGen 和 15L、30L 以 至 1000L 的 
Microlift 。 作 为 对 最 初 设 计 的 笼 式 通气 搅拌 装置 的 重大 改进 ,在 NBS 装置 中 分 别 为 笼 式 的 通 
气 腔 和 笼 式 的 消 泡 腔 。 气 液 交换 在 由 200 目 不 锈 钢丝 网 制 成 的 通气 腔 内 实现 。 在 鼓 泡 通 气 过 
程 中 所 采用 的 泡沫 经 管道 进入 液 面 上 部 的 由 200 目 不 锈 钢丝 网 制 成 的 算式 消 泡 腔 内 ,泡沫 经 
丝 网 破碎 分 成 气 . 液 两 部 分 ,达到 深层 通气 而 不 产生 泡沫 的 目的 。 在 细胞 生长 期 ,搅拌 器 转速 一 
般 保持 在 30 一 60r/min 范围 内 。 当 3 个 导 流 简 随 搅拌 同步 转动 时 ,由 于 离心 力 的 作用 ,搅拌 器 
中 心 管内 产生 负 压 ,人 迫使 搅拌 器 外 培养 基 流 入 中 心 管 , 沿 管 螺 旋 上 升 ,再 从 三 导 流 简 口 排出 , 绕 
搅拌 器 外 缘 螺 旋 下 降 ,培养 基 和 细胞 反复 循环 ,反应 器 内 流体 混合 相当 好 。 


气 液 交换 后 排出 : $ 、 图 2--6 CelliGen 笼 式 通气 搅拌 器 


1 N 

200 目 丝 网 一 一 N 
(75 : CR ) 
pm) : 不 带 细 胞 


D eta 


IF f 
环形 分 布 器 “用 1 


液 相 主体 循环 入 口 


搅拌 器 运转 时 ,产生 的 剪 切 力 有 多 大 ? 经 用 热线 风速 仪 测定 2. 5L 和 5L 钢 的 时 均 速 度 和 
脉动 速度 分 布 , 两 种 尺寸 镶 的 两 种 速度 分 布线 相似 。 从 5L 把 的 时 均 速度 和 胀 动 速度 分 布 可 以 
看 出 , 除 在 导 流 简 转 动 平面 处 时 均 速 度 和 脉动 速度 分 布 有 较 小 梯度 外 ,远离 此 平面 的 区 域 速度 
分 布线 相当 平坦 ,速度 梯度 很 小 .由 此 可 以 预 断 ,对 比 其 它 构 型 生物 反应 器 来 说 ,CelliGen $8 Py 
剪 切 力 是 比较 小 的 。 我 们 曾 在 1. 5L .2. 5LCelliGen 铅 用 微 载体 培养 系统 培养 Vero 细胞 和 乙 脑 
病毒 以 及 CHO 细胞 ,都 获得 了 满意 的 结果 。 实 践 说 明 ,CelliGen 镀 能 满足 微 载体 系统 培养 动 

虽然 CelliGen 铅 有 许多 优点 ,但 经 原理 和 实践 分 析 发 现 , 它 的 氧 传递 系数 小 ,不 能 满足 培 
养 高 密度 细胞 时 的 耗 氧 要 求 。 针 对 这 个 缺点 ,华东 化 工学 院 在 放大 设计 生物 反应 器 时 ,将 单 层 
笼 式 通气 搅拌 器 改 为 双 层 乱 式 通气 搅拌 器 ,以 扩大 丝 网 交换 面积 ,使 氧 传递 系数 提高 。 研 制 的 
20L 双 层 笼 式 通气 搅拌 器 ,与 控制 系统 、 管 路 系统 .蒸汽 灭 菌 系统 组 装 成 完整 的 动物 细胞 培养 
装置 CellCul ~= 20 反应 器 ,用 于 悬浮 培养 杂交 瘤 细 胞 生产 单 克隆 抗体 和 用 于 微 载体 培养 Vero 
细胞 和 乙 脑病 毒 ,都 取得 了 满意 结果 。 
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五 .无 泡 搅拌 反应 器 

无 泡 搅拌 反应 器 是 一 种 装 有 膜 搅拌 器 的 生物 反应 器 。 它 采用 多 孔 的 疏水 性 塑料 管 装配 成 
通气 搅拌 奖 , 具 有 良好 的 氧 通 透 性 ,同时 解决 了 通气 和 均 相 化 的 要 求 。 这 类 反应 器 能 提供 动物 
细胞 生长 中 所 需 的 氧 ,产生 的 剪 切 力 较 小 ,在 通气 中 不 产生 泡沫 ,已 广泛 应 用 于 实验 室 研 究 和 
中 试 ,工业 生产 。 l 

膜 由 聚 丙烯 、 硅 橡胶 或 其 它 材料 制 成 ,加 工 成 多 孔 的 中 空 管 。 德 国 GBF 就 采用 多 孔 塑料 管 
GR 2-7) 作 为 无 泡 搅 拌 反应 器 的 通气 搅拌 器 。 | 

由 通气 试验 证 明 , 中 空 管 以 2. 6mm 外 径 最 为 合适 。 气 体 可 由 空气 和 二 氧化 碳 或 氧气 和 二 
氧化 碳 组 成 。 

在 中 空 管内 的 气体 压力 不 能 超过 鼓 泡 压力 即 气泡 在 膜 外 表面 出 现 的 静止 内 压 。 对 于 不 润 
湿 的 疏水 膜 , 相 对 于 水 的 气泡 压力 约 在 1.3X10-?MPa。 加 在 管 上 的 压力 应 比 管 内 流动 压力 降 
.和 气泡 压力 的 总 和 高 出 10% 。 在 那 种 情况 下 ,就 可 以 形成 管 外 的 气 液 界面 层 。 T 

物质 通过 多 和 孔 膜 的 交换 过 程 是 由 气 液 之 间 的 浓度 所 引起 的 。 在 很 高 的 细胞 密度 时 条 能 产 
生 氧 和 二 氧化 碳 的 相对 流动 。 氧 由 膜 的 内 壁 向 液 相 扩散 ,二 氧化 碳 则 由 液 相向 膜 的 内 壁 扩 散 。 
膜 周围 的 液 相 可 以 认为 是 均 相 混合 ,气相 的 浓度 则 由 其 位 置 而 定 。 对 于 液体 ,界面 层 的 更 新 受 
膜 的 运动 速度 影响 ;对 于 气体 ,气体 的 质量 流速 决定 了 孔 内 的 交 获 进程 和 沿 着 中 空 管 的 内 部 浓 
度 分 布 。 

总 的 传递 物质 的 量 取决 于 每 一 个 液体 体积 所 用 的 膜 的 表面 , 即 取决 于 单位 体积 所 有 的 中 
空 管 长 度 。 

膜 材 料 不 能 有 任何 细胞 毒害 性 并 能 够 耐 某 些 营养 成 份 如 血清 和 氨基 酸 的 侵蚀 。 在 膜 的 表 
面 不 能 履 有 细胞 和 其 它 沉淀 物 而 影响 气体 传递 。 膜 材料 的 可 用 性 只 能 通过 实际 的 细胞 培养 实 
验 测定 。 


€*X2-7 多 孔 中 空 管 数据 


75% 
平均 孔径 0.3hm 

管内 爆破 压力 0. 15MPa 
爆破 还 力 0. 65M Pa 


外 部 比 表 面积 81. 7cm?/m 
内 部 比 表面 积 56. 5cm?/m 
外 部 出 体积 5. 3cm*/m 
内 部 比 体积 2. 5bcm?/m 


六 、 动 物 细胞 反应 器 的 控制 


在 微生物 发 酵 系统 中 ,为 达到 一 定 的 溢 氧 水 平 可 以 通过 增加 搅拌 转速 ,增加 通气 量 以 及 提 
高 培养 钠 压 力 以 提高 氧 分 压 来 实现 ,由 动物 细胞 的 特性 所 决定 ,细胞 培养 不 能 沿用 微生物 发 本 
过 程 中 常用 的 手段 。 一 种 安全 而 有 效 的 方法 是 改变 通 入 培养 炙 内 气体 中 的 氧气 和 氮气 的 比例 
来 实现 控制 深 氧 值 的 目的 。 同 样 ,在 微生物 发 酵 系统 中 借助 于 加 入 酸 或 碱 性 物质 来 调节 培养 液 
pH 值 的 方法 ,容易 引起 局 部 pH 值 过 高 或 过 低 并 造成 培养 液 渗 透 压 的 增加 而 不 能 在 动物 细胞 
培养 中 使 用 。 采 用 二 氧化 碳 /碳酸 毛 钠 缓冲 液 系统 来 控制 培养 液 的 pH 值 是 一 种 较 好 的 方法 ， 
它 主要 靠 预 先 加 入 培养 液 中 适量 的 碳酸 氨 钠 和 通过 改变 气体 流量 中 的 二 氧化 碳 合 量 来 实现 。 
对 于 在 搅拌 反应 器 中 进行 动物 细胞 大 量 培养 可 通过 微机 有 序 定 量 地 控制 加 入 动物 细胞 培养 铅 
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内 的 空气 .氧气 .氮气 和 二 氧化 碳 4 种 气体 的 流量 ,使 其 保持 最 佳 的 比例 来 控制 细胞 培养 液 中 
的 pH 值 和 溶解 氧 水 平 , 使 始终 处 于 最 佳 状态 。 

在 动物 细胞 培养 中 ,对 温度 和 搅拌 转速 的 控制 相对 比较 简单 ,一 般 采 用 PID 控制 ,在 此 不 
作 详 细 讨论 .对 溶解 氧 和 pH 值 的 控制 可 通过 调节 通 入 培养 饶 的 氧气 氮气、 二氧化碳 和 空气 4 
种 气体 的 比例 来 实现 。 但 在 溶解 氧 控制 过 程 中 ,改变 进入 培养 饶 的 氧气 和 氮气 的 量 , 也 就 改变 
了 二 氧化 碳 在 气体 流量 中 所 占 的 比例 ,从 而 对 培养 液 的 pH 值 产生 直接 的 影响 ;同样 ,增加 二 
氧化 碳 通 入 量 使 培养 液 pH 值 下 降 ,也 改变 了 进入 培养 欠 内 气相 中 的 氧 的 比例 ,而 打 乱 培养 系 
统 溶 氧 的 平衡 ,这样 的 控制 ,无 论 对 pH 值 还 是 溶 氧 值 都 不 可 能 得 到 满意 的 结果 。 因此 ,必须 采 
用 匹配 的 方法 ,组 成 具有 相互 补偿 作用 的 pH 值 和 溶 氧 关 联 控制 系统 ,以 减 小 培养 系统 中 pH 
值 和 溶解 氧 水 平 的 波动 ,达到 所 要 求 的 控制 精度 ,满足 动物 细胞 生长 的 需要 。 关 联 控 制 单元 是 
控制 系统 的 核心 ,其 框图 见 图 2-77, 

华东 化 工学 院 的 CellCul - 20 系统 取 3s 为 一 个 控制 周期 ,由 4 个 电磁 阔 按 一 定 规律 定量 
而 有 序 地 在 控制 周期 内 连续 操作 。4 种 气体 通过 波形 如 图 2 一 8 所 示 。 采 用 4 种 气体 的 pH 值 
和 溶 氧 关联 控制 系统 ,pH 值 设 定 值 为 7. 1, 溶 氧 设 定 值 分 别 为 30% 和 90/6 XI BEBE E EOS 
JE Vero 细胞 进行 了 考察 ,结果 良好 。 


氧气 
awi < 1 C] 
sete DR DEAL exi [] 
tH €po [Pr 控制 0; E br: 
0 1 2 3 
íf,s 
图 2-7 关联 控制 单元 工作 原理 框图 图 2-8 控制 周期 中 4 种 气体 通气 波形 图 
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第 三 章 ”细胞 培养 专用 微 载体 


Tus RAR Td 
(华东 优 工 学 院 生 化 工程 研究 所 ， 上 海 ，200237) 


动物 细胞 大 量 培养 始 于 60 年 代 , 当 时 Capstick Telling 等 人 中 采用 悬浮 培养 方法 成 功 地 
培养 出 小 鼠 肾 细胞 (BHK)。 自 此 以 后 ,由 大 量 培 养 动物 细胞 生产 口蹄疫 苗 所 取得 的 高 经 济 效 
益 引 起 了 欧洲 、 北 美 .日 本 等 地 区 和 国家 高 度 重视 ;并 投入 了 大 量 人 力 和 巨额 资金 ,开发 动物 细 
胞 大 规模 培养 技术 ,从 事 生 产 病 毒 疫苗 、 单 克隆 抗体 ,干扰 素 、TPA 等 高 疗效 的 医药 制品 和 诊 
断 试剂 。 有 人 预言 ,21 世纪 将 是 大 规模 培养 动物 细胞 生产 高 疗效 的 专用 医疗 产品 的 时 代 。 

从 国际 上 动物 细胞 培养 技术 的 发 展 趋势 看 ,主要 有 6 个 方面 发 展 方向 ; (1) 开 发 细胞 培养 
反应 器 和 培养 系统 ;(2) 开 发 培养 贴 壁 细胞 的 载体 ; (3) 开 发 微 囊 技术 ; (4) 开 发 杂交 、 重 组 技术 ; 
(5) 开 发 无 血清 和 化 学 合成 的 培养 基 ; (6) 蛋 白质 浓缩 和 提纯 技术 ， 本 文 就 国内 外 微 载体 开发 现 

状 及 趋势 作 一 介绍 。 


第 一 节 ”采用 微 载体 培养 贴 壁 细胞 是 当前 最 有 
发 展 前 途 的 一 种 培养 模式 


动物 细胞 按 其 生长 特性 可 分 为 悬浮 生长 细胞 和 贴 壁 依 赖 生 长 细胞 ,前 者 悬浮 在 培养 基 中 
生长 ,后 者 只 能 附着 于 固体 表面 生长 。 一 些 来 源 于 血液 中 的 细胞 (如 淋巴 组 织 细胞 以 及 大 部 分 
肿瘤 细胞 ) 都 可 采用 悬浮 培养 ,悬浮 培养 方法 类 似 于 传统 微生物 培养 ,工艺 较 简单 ,有 经 验 可 资 
借鉴 ,但 悬浮 培养 系统 有 它 的 局 限 性 :(1) 大 部 分 哺乳 动物 细胞 为 贴 壁 依赖 性 细胞 ,需要 附 壁 培 
养 。(2) 在 培养 过 程 中 细胞 易 变 异 ,潜在 着 致 冶 危 险 ,培养 病毒 细胞 有 时 会 失去 标记 ,使 免疫 能 
力 降 低 , 因 此 晤 浮 培 养 的 动物 细胞 或 细胞 制品 主要 用 作 诊 断 试 剂 ,不 宜 直 接 用 于 人 体 .(3) 悬 浮 
培养 的 细胞 密度 低 。 0 

贴 壁 细胞 的 培养 是 一 种 附 壁 培养 , 它 经 历 实验 室 方 瓶 到 工业 规模 转 瓶 培养 这 样 发 展 过 程 
滚 瓶 培养 有 其 固有 的 缺点 ,首先 其 表面 各 有限 ,一 只 具有 16000m* 表面 积 的 滚 瓶 已 相当 大 了 ， 
而 1. 0 g 微 载体 却 能 提供 5000— 6000cm* 的 表面 ,单位 体积 所 提供 的 细胞 生长 雪 面 积 小 , 细 
胞 生长 密度 低 ;其 次 培养 时 监测 和 控制 环境 条 件 ( 如 pH. . DO 温度 ) 受 到 限制 ;此 外 劳动 强度 
大 ,占用 空间 大 。 而 采用 微 载体 悬浮 培养 则 显示 出 很 多 优越 性 。 

所 谓 微 载体 是 指 直 径 在 60 一 250km、 能 够 适用 于 贴 壁 细胞 生长 的 微 珠 。1967 年 Van 
Wezel 首先 开发 微 载体 培养 动物 细胞 中 ,当时 选用 阴离子 交换 树脂 Sephadex A50 培养 动物 细 
胞 并 获得 成 功 。 其 后 Van Hemert .Spier 及 Whiteside 也 相继 作 了 培养 BHK21 等 细胞 及 生产 
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口蹄疫 苗 的 报道 号 。 自 此 以 后 微 载体 培养 动物 细胞 得 到 迅速 的 发 展 . 采 用 微 载 体 培养 有 以 下 优 
点 : (1) 表 面积 /体积 (SA ) 大 ,如 1.0 g Cytodex 1 微 载体 能 提供 5000—— 6000cm? 表面 积 ,以 
1. 0mg 微 载体 /mi 培养 基 浓 度 计 , 表 面积 /体积 培养 基 达 5cm:?, 足 够 (750 一 1000) x 105 个 细胞 
生长 , 若 提高 微 载体 浓度 ,细胞 产 率 会 更 大 。 因此 它 的 单位 体积 培养 基 的 细胞 产 率 高 ,(2) 由 于 
采用 均匀 悬浮 培养 ,把 悬浮 培养 和 贴 壁 培养 融合 在 一 起 ,具有 两 种 培养 优点 ,简化 了 细胞 生长 
各 种 环境 因素 的 检测 和 控制 ,培养 系统 重 现 性 好 。(3) 用 简便 的 显微镜 观察 即 能 监测 出 细胞 在 
微 珠 生长 情况 。(4) 培 养 基 利 用 率 高 。(5) 收 获 细 胞 过 程 不 复杂 。(6) 放 大 容易 ,国外 已 发 展 到 
1000L 规模 培养 生产 8 -干扰 素 用 的 人 体 二 倍 体 细胞 。(7) 劳 动 强度 小 。(8) 培 养 系统 占有 空间 
小 。 由 于 微 载体 培养 细胞 具有 以 上 优点 ,是 目前 公认 的 最 有 发 展 前 途 的 一 种 培养 模式 。 


第 二 节 “动物 细胞 在 微 载体 上 贴 璧 生长 机 理 


贴 壁 依赖 动物 细胞 在 微 载体 表面 上 增殖 ,可 分 为 贴 壁 \ 生 长 和 扩展 成 单 层 3 个 阶段 。 

细胞 能 否 在 微 载体 表面 贴 附 ,一 是 取决 于 细胞 与 微 载体 接触 的 机 率 , 二 是 取决 于 细胞 与 微 
载体 的 相 融 性 ,这 又 与 基质 表面 的 化 学 物理 性 质 相 关 。 欲 提高 细胞 与 微 载体 上 的 接触 的 机 率 ， 
理论 上 可 以 采用 增 大 搅拌 转速 从 而 提高 两 者 碰撞 频率 来 实现 。 但 实际 上 ,对 动物 细胞 来 说 ,这 
种 办 法 是 行 不 通 的 。 因 为 动物 细胞 与 霉菌 .细菌 、 酵 母 细胞 不 同 , 后 者 有 一 层 坚 韧 的 外 壁 , 能 承 
受 较 大 的 前 切 力 ,而 前 者 只 包含 一 层 原 生 质 ,细胞 结构 脆弱 , 稍 大 一 点 剪 切 力 甚 至 碰撞 都 可 能 
招致 细胞 损伤 。 另 一 方面 ,即使 在 高 转速 下 ,提高 了 细胞 与 微 载体 接触 的 机 率 ,但 也 相应 缩短 细 
胞 贴 壁 所 需 时 间 导 致 细 胞 来 不 及 贴 壁 即 被 油 流 流体 带 走 ,因此 ,一 般 操作 方式 为 在 贴 壁 期 采用 
低 搅拌 转速 ,时 搅 时 停 , 经 数 小 时 后 , 俊 细 胞 附着 于 微 载体 表面 ,维持 设 定 的 低 转速 ,进入 培养 
阶段 。 

细胞 能 否 迅 速 贴 附 在 微 载体 表面 也 与 微 载体 表面 的 物理 -化 学 性 质 有 关 , 一般 消 椎 动物 细 
胞 在 生理 pH 值 下 表面 都 带 有 分 布 不 均匀 的 负电 荷 。 按 照 一 般 的 概念 似乎 微 载体 表面 要 带 正 
电荷 方 能 加 快 细胞 的 贴 壁 速度 ,但 实际 情况 并 不 完全 如 此 .因为 控制 细胞 贴 壁 速度 的 基本 因素 
是 微 载体 表面 的 电荷 密度 而 不 是 表面 极 性 。 如 微 载体 表面 带 的 是 正 电 荷 , 则 由 于 静电 相 吸 作 
用 ,使 细胞 容易 贴 在 微 载体 表面 上 ,但 如 表面 电荷 密度 过 大 则 反而 产生 “毒性 ?效应 。 如 微 载体 
带 的 是 负电 荷 , 则 由 于 静电 相 斥 ,使 细胞 难以 贴 壁 。 但 如 培养 基 中 溶 有 或 微 载体 表面 吸附 着 二 
价 阳 离子 作 媒 介 , 带 负电 荷 的 细胞 也 能 贴 附 在 带 负电 荷 的 微 载体 表面 .最 近 研 究 结果 表明 血清 
中 存在 的 一 些 糖 蛋白 如 冷 析 蛋白 (Cold insolable globulin ) 或 纤维 粘连 蛋白 (fibronectin ) 是 微 
载体 和 细胞 间架 桥 的 蛋白 质 . 因 此 在 接种 细胞 之 前 ,预先 用 含 血清 的 培养 基 浸 泡 微 载体 或 用 这 
类 糖 蛋 白 涂抹 微 载体 ,可 以 加 快 细胞 贴 壁 速度 。 

细胞 在 微 载体 上 的 生长 速度 还 与 细胞 所 处 的 环境 条 件 有 关 。 如 所 处 的 条 件 最 优 ,细胞 生长 
速度 快 ;反之 生长 速度 慢 。 所 以 ,在 动物 细胞 培养 过 程 中 ,营养 条 件 和 环境 条 件 (pH .DO ,温度 ) 
都 必须 严格 控制 。 培 养 基 流 加 (fed -batch) 系 统 不 如 灌注 (perfusion) 系 统 , 而 灌注 系统 又 不 如 
恒 化 器 (chemostate) 系 统 , 其 道理 就 在 这 里 。 

细胞 扩展 成 单 层 的 速度 除 与 上 述 各 种 因素 有 关外 ,还 与 微 载体 表面 情况 有 关 。 表面 光滑 
的 ,细胞 扩展 成 单 层 的 速度 快 ,如 果 是 多 孔 的 则 扩展 速度 慢 。 
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三 节 优良 的 微 载体 应 具有 的 特性 


细胞 能 否 在 微 载体 表面 附着 生长 并 扩展 成 一 单 层 取 决 于 细胞 的 特性 、 微 载体 理化 性 质 \ 培 
养 基 成 分 及 培养 条 件 ,而 微 载体 性 能 的 优良 与 否 是 关键 的 因素 , 它 不 仅 影 响 培养 细胞 的 形态 、 
贴 壁 率 、 生 长 速率 ,细胞 密度 以 及 是 否 容易 收获 细胞 或 其 分 泌 产 物 ,乃至 于 产物 的 整个 生产 成 
本 。 

就 作为 微 载体 的 基质 而 论 ,琼脂 糖 是 一 种 天 然 多 糖 ,一 般 不 能 支持 细胞 生长 。 如 控制 熔融 

后 的 冷却 速率 ,使 凝 胶 缓 缓 生成 , 则 琼脂 糖 链 形成 双 螺旋 似 纤维 状 结构 ,这 种 结构 的 孩 脂 糖 能 
支持 细胞 在 其 表面 上 附着 生长 。 电 中 性 的 葡 聚 糖 不 能 支持 细胞 生长 ,而 用 DEAE 或 季 胺 基 团 
修饰 的 带 有 适量 正 电 荷 的 交 联 葡 聚 糖 能 支持 细胞 生长 . 聚 葵 乙 烯 由 于 表面 的 习 水 性 ,不 易 被 培 
养 基 润 湿 , 细 胞 难以 在 其 表面 附着 , 若 用 氧化 剂 (如 高 氯 酸 、 高 锰 酸 钾 等 ) 进 行 表面 处 理 或 用 紫 
外 线 照射 ,电学 放电 进行 表面 处 理 , 使 其 表面 产生 素 水 的 羧基 ,细胞 就 容易 附着 生长 。 

根据 微 载体 悬浮 培养 的 特点 ,概括 来 说 ,一 种 优良 的 微 载 体 须 具备 以 下 特性 :(1) 微 载体 须 
不 含有 能 毒害 细胞 的 成 分 。(2) 微 载体 须 与 细胞 有 良好 的 相 容 性 ,使 细胞 容易 贴 壁 。(3) 微 载体 
密度 应 略 大 于 培养 基 , 一 般 要 求 在 1.03~1.05 之 间 , 最 大 不 宜 超 过 1. 1, 即 经 轻 度 搅拌 微 载体 
能 悬浮 在 培养 基 中 ,停止 搅拌 又 能 较 快 地 沉降 下 来 。(4) 微 载体 粒 径 在 40 一 120km CE I) 18 
围 ,经 生理 盐水 溶 胀 后 增 大 到 60 一 250hm ,粒度 分 布 要 均匀 , 径 差 不 大 于 20 一 25hm ,表面 光滑 
以 利于 细胞 铺展 。(5) 微 载体 须 具 有 良好 的 光学 透明 性 ,便于 显微镜 观察 细胞 生长 情况 。(6) 能 
在 PBS "Hii 120 一 125C .20 一 30min 热 压 灭 菌 。(7) 基 质 应 是 非 刚性 材料 ,避免 在 培养 过 程 中 
相互 碰撞 而 损伤 细胞 。(8) 不 吸收 培养 基 中 的 营养 成 分 ,特别 是 血清 。(9) 收 获 细 胞 或 细胞 制品 
容易 ,不 影响 蛋白 制品 分 离 纯化 。(10) 价 廉 ,能 重复 使 用 。 

然而 从 国外 商品 化 的 微 载体 看 ,尚未 有 能 全 面 符合 上 述 要 求 的 微 载 体 , 因 此 很 多 国家 仍 在 
不 断 地 致力 于 开发 新 型 的 性 能 良好 的 微 载体 。 


第 四 节 国外 微 载体 研制 现状 及 发 展 趋势 


由 于 对 微 载体 培养 技术 的 重视 ,国外 已 开发 了 数量 颇 多 的 微 载体 ,有 些 已 商品 化 ,这 里 仅 
按 基 质 材 料 划 分 对 它们 的 性 能 作 一 简介 。 

一 、 交 联 葡 聚 糖 为 基质 的 微 载体 

交 联 葡 聚 糖 为 基质 的 微 载体 是 目前 使 用 最 广 的 一 类 微 载体 ,为 大 家 熟悉 的 Cytodex 系列 
WU S oui n, 

1. DEAE - 交 联 葡 聚 糖 | 

其 结构 为 : 交 联 葡 聚 糖 一 0 一 CH: 一 CH: 一 N (CH; * HC1。 它 原 是 一 种 阴离子 交换 树脂 ， 
Van Wezel 最 初 直接 借用 交换 容量 为 5. 5meq/g CT) fJ DEAE — Sephadex A50 培养 贴 壁 细 
胞 ,但 在 试验 中 发 现 , 当 微 载体 浓度 超过 lmg/ml 培养 基 时 会 产生 “毒性 效应 ”名 杂 过 浙 慰 有 
(50—75) % 接 种 细胞 损失 ,细胞 生长 有 较 长 的 滞后 期 ;如 浓度 超过 2mg /mi JEZESE NE , ERE AR 
胞 的 损失 更 大 ,并 能 抑制 细胞 的 生长 。 为 了 降低 微 载体 毒性 , 曾 采 用 多 种 方 涝 ,其 中 有 者 血 洪 
硝酸 纤维 素 或 羧 甲 基 纤维 素 对 微 载体 A50 预 处 理 及 提高 细胞 接种 量 等 ,但 所 春 这 些 收效 全 
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微 。 直 到 1977 年 Levine 等 人 通过 控制 交换 容量 , 即 降低 电荷 密度 可 降低 “毒性 ”, 并 认为 交换 
容量 在 1. 5 一 2. 0meq/g( 干 ) 细 胞 培养 性 能 最 好 ( 见 图 3 一 1、 图 3 一 2)。 商 品 微 载体 Cytodex 1 
(Pharmacia Sweden)、Superbeads (Flow Labs) 其 交换 容量 即 为 1.5 一 2. 0meq/g ( 干 ) 之 间 。 
Cytodex 1 是 当前 用 途 最 广 的 一 种 微 载体 ,能 适应 培养 的 细胞 不 下 60 种 ,其 缺点 主要 是 对 血清 
有 和 较 强 的 吸附 作用 ,因此 开发 了 表面 带电 和 荷 的 Cytodex 2. 
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图 3-1 人 二 倍 体 成 纤维 细胞 HEL299 在 微 载体 
浓度 lg DEAD 一 Sephadex A50/L 时 生长 曲线 


细胞 浓度 ,X10 细胞 /ml 


0.10 
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x A so 图 3~2 徽 载体 浓度 为 58/L 时 交换 容量 
kc 对 细胞 生长 的 影响 
| 1.0 2.0 3.0 4.0 50 6.0 
交换 容量 ,meq/g 


2. Cytodex 2 微 载体 
这 是 一 种 季 胺 结构 的 微 载体 , 带 正 电 荷 的 Y,w,N CLIP EC EE BEBE DNI oo 8 Ar UI 
偶 联 在 交 联 葡 聚 糖 微 珠 表层 ,其 结构 式 为 : 交 联 葡 聚 糖 一 0 — CH, 一 CH (OH) 一 CHN 
(CH;)s, 5j Cytodex 1 整个 微 珠 带 有 正 电 荷 不 同 的 是 ,Cytodex 2 仅 在 表面 带 有 正 电荷 ,而 且 电 . 
荷 密度 要 低 得 多 [0. 6meq/g ( 干 )]。 基 本 上 不 吸收 培养 基 中 成 分 及 代谢 产物 。 它 特别 适合 于 生 
产 病毒 和 从 原 代 细胞 或 成 纤维 形 二 倍 体 细胞 生产 细胞 制品 。 
3. Cytodex.3 微 载体 . 
交 联 葡 保 糖 经 环 氧 氮 丙 烷 活化 后 偶 联 变性 胶原 即 为 Cytodex 3 微 载体 ,其 结构 为 : 交 联 葡 
聚 糖 一 O 一 CH, 一 CH (OH) —CH;NH 一 (~ lys collagen)。 由 于 变性 胶原 对 多 种 细胞 具有 优 
良 的 亲 和 人 性 ,细胞 通过 纤维 粘连 蛋白 与 胶原 发 生 配 位 型 结合 ,细胞 在 胶原 上 生长 形态 自然 , 特 
别 对 上 皮 形 态 细 胞 的 贴 壁 培养 更 有 其 独特 的 优点 ,其 它 如 肝 细 胞 .成 纤维 细胞 .软骨 细胞 .表皮 
细胞 或 肌 细 胞 等 也 用 这 种 微 载体 进行 过 常规 培养 .经 水 解 蛋 白 酶 特别 是 胶原 酶 消化 后 ,容易 收 
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获 细胞 ,是 剥 落 过 程 中 细胞 不 受 损伤 , 活 细胞 收获 量 高 。 至今 Cytodex 3 被 认为 是 一 种 最 优良 
的 微 载体 。 
二 、 纤 维 索 为 基质 的 微 载体 : 

DEAE -纤维 素 (DE -52、DE ~ 53 .Whatman) 原 先 也 是 用 作 离子 交换 剂 后 经 Reuveny 等 
研究 表明 中 ,这 和 神 阴 离子 交换 剂 也 能 用 作 增 殖 多 种 贴 壁 依赖 细胞 和 生产 生物 制品 。 值 得 一 
提 的 是 当 细 胞 在 DE — 52, DE -- 53 微 载体 上 长 满 后 ;细胞 能 彼此 吸附 形成 细胞 桥 。 如 原 代 细胞 
(CEF、 鼠 神经 细胞 、 鼠 肌 细 胞 )、 人 腺 癌 细 胞 在 这 类 微 载 体 上 生长 成 细胞 - 微 载体 聚 团 ,细胞 重 
ERETTE, RAPÒ 细胞 所 需 营 养 物 质 由 培养 基 流 过 载体 微 筷 (~ 一 500nm) 来 提供 ,形成 高 密 
度 细胞 培养 。 

由 于 纤维 素 原 料 易 得 ,合成 程序 不 复杂 ,培养 的 细胞 范围 广 ,是 一 种 值得 开发 的 微 载体 。 

三 、 蛋 白质 为 基质 的 微 载体 一 一 变性 胶原 微 载体 

变性 胶原 溶液 分 散 于 有 机 相 (如 甲 茶 , 矿 物 油 ) 经 成 二 醛 交 联 , 取 后 用 NaBH, 还 原 , 即 得 到 
淡 黄 色 的 变性 胶原 微 载体 .这 种 微 载体 具有 优良 的 表面 性 质 和 光学 性 质 , 能 与 多 种 细胞 自然 配 
位 结合 ,细胞 贴 壁 .生长 和 收获 都 容易 ,是 一 种 优良 的 培养 贴 壁 细胞 的 微 载体 。 其 缺点 是 能 吸附 
培养 基 中 有 效 营养 成 分 ,特别 是 血清 。 

\ 高 分 子 合成 材料 为 基质 的 微 载体 

1. 聚 茶 乙 烯 微 载 体 

育林 乙烯 用 作 动 物 细胞 培养 的 载体 已 为 大 家 所 熟悉 ,实验 室 常用 的 塑料 组 织 培养 四 、 瓶 的 
材质 大 部 分 是 聚 荃 乙 烯 ,经 组 织 处 理 和 表面 处 理 后 能 使 动物 细胞 优化 生长 。Nielsen 和 
Johansson[9] 将 单 体 苯 乙 烯 经 悬浮 聚合 后 所 得 珠 体 再 经 适当 的 表面 处 理 ,开发 了 表面 负电 荷 密 
BEA (2—100 X 10*PC /cm* 聚 苯 乙 烯 微 载体 ,商品 名 为 Biosilon ,并 由 Nunc Demark 公司 批量 
生产 ,其 透明 .折光 率 近 于 玻璃 ,在 显微镜 下 观察 能 得 到 周边 无 暗影 的 全 象 ,但 没有 象 
Sephadex 那样 清晰 .Biosilon 微 载体 适应 培养 的 细胞 型 相当 广 , 其 最 大 的 优点 是 不 摄取 培养 基 
中 营养 成 分 特别 是 血清 ,因而 能 制备 高 纯度 生物 制品 , 且 经 适当 处 理 后 可 重复 使 用 。 但 
Biosilon 也 存在 一 些 缺 点 :(1) 与 带 正 电 荷 微 载体 相 比 贴 壁 速度 慢 。(2)? 由 于 材质 刚性 结构 ,在 
搅拌 条 件 下 微 珠 与 微 珠 间 的 碰撞 容易 损坏 细胞 。(3) 由 于 微 珠 是 无 孔 的 , 需 较 高 的 转速 方 能 使 
微 载 体 均匀 悬浮 在 培养 介质 中 ,克服 这 一 缺点 可 采用 添加 某 些 水 溶性 高 分 子 量 聚 合 物 , 增 加 介 
质 粘度 阻止 微 珠 沉降 ,或 在 接种 后 24n 内 不 加 搅拌 直至 细胞 贴 附 于 微 载体 上 后 ,采用 特殊 的 低 
转速 进行 培养 。 改 善 聚 葵 乙 烯 微 载 体 表 面 特性 的 另 一 办 法 是 用 戊 二 醛 将 胶原 蛋白 交 联 在 微 载 
体 表 面 ,使 细胞 容易 贴 壁 生长 。 

2. 茶 乙 烯 - 二 乙烯 苯 共 聚 微 载体 

文献 中 报道 这 类 微 载体 有 3 种 类 型 : 带 负 电荷 (经 磺 化 处 理 )、 带 正 mi OB LS E BOR 
盖 ) 和 用 胶原 覆盖 微 载体 。 它 们 用 于 研究 内 皮 细 胞 和 HeLa 细胞 的 超 微 结构 和 生化 性 质 , 优 于 
其 它 一 些 商 品 微 载体 ”5 。 

3. 聚 甲 基 丙 烯 酸 羟 乙 基 酯 微 载体 

素 甲 基 丙 烯 珊 羟 乙 基 酯 是 一 种 无 毒性 、 无 抗原 性 ,生物 相 容 性 好 的 高 聚 物 , 因 而 可 用 作 微 C 
载体 的 基质 。 但 聚 甲 基 丙 烯 酸 羟 乙 基 酷 不 能 与 纤维 粘连 蛋白 结合 , 故 不 能 支持 细胞 贴 壁 和 生 
长 。 为 此 在 聚合 时 添加 少量 惜 水 性 单 体 甲 基 丙 烯 酸 酯 和 少量 带电 荷 的 单 体 二 甲 基 乙 胺 基 甲 基 
丙烯 酸 酯 使 之 共聚 来 改善 胡 面 性 质 , 以 有 利于 细胞 附着 生长 。 文献 所 道 50, 将 该 微 载体 用 于 培 
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养 BHK 细胞 ,在 相同 条 件 下 与 Cytodex 1 和 Cytodex 3 进行 对 比 ,无 论 细胞 生长 速度 或 是 倍 
增 时 间 皆 优 于 后 两 者 微 载体 。 

路 甲 基 丙 烯 酸 羟 乙 基本 外 ,其 它 丙 烯 酸 酯 系列 的 化 合 物 如 丙烯 酸 - 2 -羟基 乙 基 酯 等 也 可 
用 作 合 成 微 载体 基质 。 ， : 

4. 聚 乙烯 基 吡 啶 微 载体 

最 近日 本 报道 中, 将 4 一 乙烯 基 吡啶 与 茶 乙 烯 、 二 乙烯 基 莱 通过 悬浮 共聚 可 制 得 适 于 细胞 
培养 的 微 载体 ,成 珠 后 竹 需 化 学 修饰 即 可 用 于 培养 。 该 微 载体 的 主要 优点 是 光学 透明 性 好 ,不 
吸收 培养 基 , 稍 加 处 理 即 可 重复 使 用 。 

除 乙烯 基 吡 啶 外 ,其 它 乙烯 基 毛 杂 环 ,如 1- 乙 烯 吡 唑 .5 -乙烯 基 吡 唑 .4 -乙烯 基 吡 啶 等 与 
丙烯 酸 或 丙烯 酸 甲 酯 或 丙烯 酰 脱 接 枝 共聚 都 可 合成 细胞 贴 壁 性 能 优良 的 微 载体 。 

5. 聚 丙烯 酰胺 微 载体 

将 丙烯 酰胺 和 交 联 剂 甲 叉 双 再 烯 酰胺 用 反 相 悬浮 聚合 ,再 经 伯 胶 或 扳 肪 基 团 修饰 ,可 制备 
珠 状 能 用 于 贴 壁 细胞 培养 的 微 载体 。Reuveny05 等 人 研究 了 伯 膀 及 板 胺 衔 生 微 载体 的 细胞 培 
JF ,指出 交换 容量 在 0. 3 一 0. 9meq/g 干 珠 的 伯 胺 衍生 物 微 载体 具有 细胞 贴 壁 和 扩展 速度 快 、 
上 皮 形 态 细胞 产 率 高 .血清 吸附 量 低 等 优点 。 此 外 由 于 它 是 亲 水 性 聚合 物 , 其 光学 性 质 是 其 它 
塑料 基质 无 法 比拟 的 ,在 显微镜 下 观察 ,透明 度 与 交 联 葡 率 糖 接 近 。 

6. 硅 橡胶 微 载体 

将 未 硫化 的 硅 橡 胶 液 分 散在 硅 橡 胶 凝 固 剂 中 成 珠 , 然 后 经 紫外 线 照射 使 之 交 联 ,成 为 硅 橡 
胶 微 载体 。 该 微 载体 用 于 培养 DETRICT 551 二 倍 体 细 胞 ,经 5 天 培养 细胞 增殖 比 达 4 一 5。 

五 .无 机 材料 玻璃 为 基质 的 微 载体 中 

l. 中空 玻璃 微 载体 

玻璃 是 贴 壁 培养 动物 细胞 的 优良 基质 ,用 玻璃 基质 加 工 成 大 量 培养 动物 细胞 的 载体 ,一 般 
都 是 球状 , 球 径 大 小 随 培养 模式 不 同 而 异 。 如 是 固定 床 培养 ,玻璃 珠 直 径 可 达 3mm ,培养 的 细 
胞 一 般 作 为 大 量 培养 的 种 细胞 。 如 是 悬浮 培养 , 微 载体 粒 径 为 100 一 150km。 由 于 玻璃 微 珠 的 
密度 大 , 轻 度 搅 拌 难以 均匀 地 惹 浮 在 培养 基 中 ,一般 可 采用 下 列 方法 来 降低 微 珠 密度 ， 

(1) 通过 特殊 加 工 制 成 相对 密度 为 1. 04 左右 的 中 空 微 珠 ; 

(2) 用 腐蚀 液 侵蚀 ,加工 成 相对 密度 1. 03 一 1. 09 的 多 微 孔 微 珠 ; 

(3) 用 聚 苯 撑 氧 作 母 体 , 沉 溃 一 层 玻璃 ,得 到 相对 密度 在 1. 03 一 1. 2 的 微 珠 。 

2. 明胶 涂 覆 的 多 孔 微 载体 

多 孔 玻璃 微 珠 用 明胶 涂 覆 再 用 戊 二 醛 交 联 ,或 采用 偶 联 剂 Y -氨基 两 基 三 乙 氧 基 硕 烷 ,将 
明胶 偶 联 在 玻璃 微 珠 表层 ,所 得 微 载体 性 能 更 好 .用 它 培养 REFC 细胞 ,接种 3h 后 ,几乎 所 有 细 
胞 都 贴 附 在 载体 表面 ,细胞 增殖 速率 比 通 用 单 层 培养 高 9. 8 fr. 

玻璃 基质 微 载体 的 优点 ， . 

(1) 一 切 细胞 系 , 包 括 人 二 倍 体 成 纤维 细胞 在 内 ,都 能 在 玻璃 上 生长 并 能 重 现 。 

(2) 用 胰 和 蛋白 酶 消化 细胞 / 微 载体 ,容易 把 细胞 从 载体 上 剥脱 下 来 。 

(3) 在 搅拌 情况 下 稳定 性 高 。 

(4) 玻璃 不 吸附 培养 基 中 血清 ,用 后 的 微 载体 稍 加 处 理 即 可 重复 使 用 。 

(5) f BE. l 

六 、 液 膜 微 载体 
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固体 基质 微 载体 培养 动物 细胞 还 存在 着 两 个 缺点 :(1) 在 培养 过 程 中 ,大 多 数 通 用 的 微 载 
体 基 质 能 牢固 的 吸附 培养 基 中 的 血清 ,致使 微 载 体 变性 ,很 难处 理 使 其 恢复 , 故 只 能 一 次 性 使 
用 ,因而 产品 的 成 本 高 。(2)? 需 要 胰 和 蛋白酶 消化 细胞 / 微 载体 ,将 细胞 从 微 载体 上 剥落 下 来 。 进 
行 这 一 过 程 往往 有 大 量 的 细胞 损失 掉 , 有 了 时 能 高 达 20%。 为 了 能 克服 上 述 两 缺点 ,Charies 等 
人 99 研制 开发 了 液 膜 微 载体 新 工艺 。60 年 代 Rostnberg 曾 提出 动物 细胞 能 贴 附 在 氟 碳 化 合 物 
液体 表面 生长 和 扩展 ,根据 这 一 结论 ,Charies 等 人 将 氟 碳 化 合 物 液体 与 接种 细胞 培养 基 在 乳 
化 状态 下 搅拌 混合 , 氟 碳 化 合 物 即 分 散 形 成 100~500um 微 液 珠 ,动物 细胞 即 贴 附 于 微 液 珠 表 
面 生长 和 扩展 。 当 停止 搅拌 时 ,将 混合 物 离心 分 相 , 培 养 的 细胞 游离 地 悬浮 在 轻 相 (有 机 相 ) 和 
重 相 (培养 基 相 ) 之 间 , 有 明晰 的 界面 ,用 移 液 管 即 可 方便 地 移出 。 这 一 工艺 革除 了 胰 蛋 白 酶 消 
化 程序 , 氟 碳 化 合 物 经 洗涤 处 理 后 又 可 重复 使 用 。Charies 等 人 曾 用 以 培养 BALB -3T3,SV 一 
T2、 鼠 细胞 及 人 神经 包皮 纤维 形 细胞 ,都 得 到 比较 圆满 的 结果 。 

以 上 介绍 的 微 载体 ,有 些 尚 在 实验 室 研 究 中 ,有 些 则 已 成 为 商品 。 表 3-1 中 列举 了 主要 的 
可 供 使 用 的 微 载体 及 其 特性 。 从 近期 微 载体 发 展 情况 看 ,高 分 子 材料 为 基质 的 微 载体 大 有 潜 
力 , 由 于 具有 原材料 丰富 、 价 格 便宜 .不 吸收 培养 基 、 可 重复 使 用 等 特点 ,得 到 人 们 重视 。 此 外 开 
发 适用 于 高 密度 细胞 培养 的 微 载体 也 是 当前 合成 微 载体 的 研究 方向 。 如 瑞典 Percell 公司 新 推 
出 的 商品 名 为 Cultispher -G 大 乱 微 载体 就 是 一 例 ,设计 这 一 微 载体 的 构思 是 把 提高 细胞 生 
长 表面 与 保护 细胞 免 受 剪 切 力 损伤 以 及 提高 气 液 接触 面 结合 起 来 ,制备 内 部 含有 大 孔 结 构 的 
多 了 筷 性 微 载体 (Macroporous Microcarrier)。 这 种 结构 的 微 载体 除 具有 通常 微 载体 优点 以 外 ， 
还 具有 以 下 特点 :(1) 由 于 微 载体 内 部 存在 很 多 大 孔 结 构 ,给 细胞 提供 了 更 多 的 生长 表面 ,而 一 
般 微 载体 一 旦 细胞 扩展 绪 盖 满 球 表面 后 ,细胞 就 停止 增殖 ,因此 细胞 生长 密度 高 。 培 养 结果 显 
示 ,BHK 21 细胞 8 天 后 细胞 密度 可 达 3X10 个 细胞 /g T MC. CHO 细胞 培养 18 天 后 可 达 
3.5X10" 个 细胞 /g 干 MC。(2) 细 胞 贴 附 于 腔 内 壁 增殖 ,避免 受 前 切 应 力 的 影响 ,即使 在 较 高 
的 转速 下 也 不 损伤 细胞 .C3) 由 于 提高 了 气 液 接触 面 , 细 胞 能 得 到 更 为 丰富 的 营养 ,细胞 生长 环 
境 更 好 ,培养 的 细胞 寿命 长 ,特别 有 利于 分 泌 型 细胞 .唯一 令 人 遗憾 的 是 ,由 于 内 部 多 孔 结构 产 
生 折 射 现 象 ,致使 其 光学 透明 性 差 ,显微镜 下 观察 细胞 形态 比较 模糊 。 图 3-3. 180 3—4 JE 
CHO .重组 CHO 及 BHK - 21 细胞 在 大 和 孔 微 载体 上 生长 曲线 及 细胞 形态 。 


第 五 节 研制 开发 国产 微 载体 的 必要 性 


我 国 微 载体 系统 大 规模 动物 细胞 培养 起 步 较 晚 . 微 载体 市 场 勾 为 国外 商品 所 垄断 ,因此 研 
制 开发 国产 微 载体 并 实现 系列 化 ,首先 将 促进 我 国 动物 细胞 培养 技术 的 发 展 ,进而 推动 整个 大 
规模 动物 细胞 培养 工业 和 现代 生物 制品 产业 的 发 展 ,满足 国内 对 病毒 疫苗 等 高 疗效 药物 科 诊 
断 试剂 的 迫切 需要 。 其 次 从 经 济 效益 看 , 微 载体 是 一 种 价格 昂贵 的 细胞 培养 专用 介质 ,其 销售 
WELEH, ZL Pharmacia 公司 Cytodex 系列 微 载体 为 例 ,5 年 来 其 价格 变化 如 表 3 一 2 
所 示 。 从 表 中 可 见 ,Cytodex 3 1988 年 为 48 美元 /10g ,而 1992 年 已 达 69 美元 /10g ,上 涨幅 度 
近 44%。 大 部 分 微 载体 只 能 使 用 一 次 ,而 国产 微 载体 价格 则 大 大 低 于 同类 进口 产品 ,所 以 实现 
微 载体 国产 化 , 必 将 为 国家 节省 大 量 外 汇 ,降低 产品 生产 成 本 ,具有 十 分 明显 的 社会 效益 和 经 
济 效益 。 
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34€ 3-2 Phaimacia 公司 生产 的 Cytodex 系列 商品 价格 


微 载 体 E Rs 1988 年 near i992 年 
Cytodex 1 25 102 132 
100 348 444. 75 
Cytodex 2 25 117 126 
100 - 399 441. 05 
Cytodex 3 10 48 69 
100 382 455. 55 


E: 
+ L-jJ-.----«—————L2-- 
5 实心 微 载体 理论 什 
E (大 小 ;180pm#10: 细 胞 / .cm?) 
$ 
X 1 
0.5 
5 10 14 
培养 天 数 ,d 
| 图 3-3 CHO 及 重组 CHO 细胞 在 大 和 孔 微 载体 上 的 生长 情况 
50 
20 
HO 10 
"n 一 一 一 一 ~ 一 一- 一 一 一 ~- 
w 5 实心 微 载体 理论 值 
z (大 小 :180pm; 105 细 胞 / cni?) 中 
5 
X | 
0.5 


培养 天 数 ,d 


图 3-4 BHK -21 细胞 在 大 孔 微 载体 上 的 生长 情况 


华东 化 工学 院 生 化 工程 研究 所 于 1987 年 开始 了 合成 国产 微 载体 研究 。 图 3-518 3-7 
为 Vero 及 鱼 类 细胞 ZC — 7901, CP —80 在 GT -2 人 微 载体 上 的 培养 曲线 ,图 3 一 8 图 3 一 9 为 
Vero 及 草鱼 细胞 在 GT —2 微 载体 上 生长 形态 的 电镜 照片 。 


可 以 预见 , 随 着 微 载体 系列 的 研究 开发 以 及 中 试 基地 的 建立 ， 国产 微 载体 系列 产品 将 出 现 
在 国内 市 场 上 。 
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图 3-5 Vero 细胞 培养 曲线 
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105 7 5 
.5 10 10 5 10 
| 培养 时 间 ,d 培养 时 间 ,d 
图 3-6 Zc -7901 细胞 在 GT -2 上 生长 代谢 情况 。 图 3-7 CP 80 细胞 在 GT -2 上 生长 代谢 情况 
《箭头 表示 换 液 ) 


图 3-8 Vero 细胞 在 GT -2 上 生长 形态 图 3-9 草鱼 细胞 cP-80 在 GT -2 上 生长 形态 
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第 四 章 ”动物 细胞 的 微 囊 化 培养 


b&b KER* 朱 冬 发 dv 
(中 国 科学 院 上 海 生 物化 学 研究 所 ， 上 海 ，200031) 


随 着 生物 工程 的 发 展 ,使 得 很 多 原先 只 由 动物 体 产生 的 蛋白 质 可 由 重组 微生物 生产 ,如 重 
组 大 肠 杆 菌 表达 和 生产 人 胰岛 素 和 人 生长 激素 .然而 ,由 于 微生物 细胞 缺少 蛋白 质 的 转录 后 修 
饰 机 制 , 由 重组 微生物 产生 的 不 少 蛋 白质 分 子 不 具有 所 期 望 的 生物 学 功能 或 活力 。 但 是 ,动物 
细胞 却 具 备 微生物 所 缺乏 的 蛋白 质 转录 后 的 修饰 功能 ,而 且 动 物 细胞 的 产物 往往 分 泌 于 细胞 
外 ,这 将 给 随 之 而 来 的 下 游 工 艺 带 来 方便 ,为 此 利用 动物 细胞 生产 有 价值 的 生化 药物 的 技术 越 
来 越 被 人 们 所 重视 。 为 了 适应 市 场 对 这 些 药物 的 日 益 增 加 的 需要 ,人 们 将 大 量 的 人 力 、 物 力 投 
向 了 哺乳 动物 细胞 的 大 规模 培养 技术 的 研究 和 开发 。 

通常 ,动物 细胞 培养 大 致 采用 号 浮 培 养 及 滚 瓶 系统 的 贴 壁 培养 方法 。 由 于 动物 细胞 本 身 的 
特性 及 培养 方法 的 限制 ,动物 细胞 的 大 规模 培养 还 存在 不 少 的 困难 :动物 细胞 生长 速率 慢 , 产 
物 的 生产 率 也 低 , 从 而 造成 产物 浓度 也 低 ; 动 物 细 胞 培养 基 成 份 复杂 ,价格 昂贵 ;动物 细胞 没有 
植物 细胞 和 微生物 细胞 那样 的 细胞 壁 , 易 受 机 械 搅 拌 所 引起 的 剪 切 力 的 影响 ;此 外 ,常规 的 细 
胞 培养 方法 也 不 太 适 用 于 大 规模 培养 .上 述 这些 限制 造成 了 大 规模 动物 细胞 培养 所 需 费用 高 ， 
技术 难度 大 ,规模 越 大 .影响 也 越 大 。 

动物 细胞 的 大 规模 的 培养 确 有 不 小 的 困难 ,但 它 的 优点 也 是 明显 的 、 诱 人 的 ,关键 是 如 何 
提高 细胞 在 反应 器 内 的 密度 ,提高 细胞 的 稳定 性 以 及 生产 率 . 动 物 细胞 的 固定 化 及 其 培养 是 解 
决 问题 的 有 效 途 径 ,在 这 一 章 里 我 们 则 着 重 介绍 其 中 的 一 种 方法 , 即 动物 细胞 的 微 囊 化 培养 。 


第 一 节 “动物 细胞 的 微 囊 化 


一 、 微 襄 化 概述 

微 囊 化 是 固定 化 技术 中 的 一 种 , 它 是 用 一 层 亲 水 性 的 半 透 膜 将 酶 .辅酶 ,蛋白 质 等 生物 大 
分 子 或 动 植物 细胞 包围 在 珠 状 的 微 囊 里 ,从 而 使 得 酶 等 生物 大 分 子 和 细胞 不 能 从 微 事 里 逸 出 ， 
而 小 分 子 的 物质 培养 基 的 营养 物质 可 自由 出 入 半 透 膜 ,达到 催化 或 培养 的 目的 ,图 4--1 给 出 
了 微 吉 化 细胞 的 模式 图 。 

据 此 ,T.M.S. Chang 在 60 年 代 后 期 首先 提出 了 人 工 细胞 的 概念 。 他 将 酶 .辅酶 .激素 、 蛋 
白质 ,离子 交 换 剂 和 活性 炭 包 在 微 襄 里 ,从 而 达到 反复 催化 化 学 反应 的 目的 ,然而 ,他 及 后 来 的 
一 些 研究 者 的 微 赛 北方 法 不 适宜 动物 细胞 。70 年 代 末 至 80 年 代 初 ,Lim 和 Sum 应 用 海藻 酸 
一 一 聚 氨 基 酸 制备 微 宫 化 细胞 获得 了 成 功 , 细 胞 在 微 囊 里 能 够 成 活 , 亦 能 培养 生长 。 动 物 细胞 
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微 讲 化 后 ,与 游离 细胞 比较 ,降低 了 培养 时 对 细胞 的 剪 切 力 , 微 赛 里 实际 上 是 一 种 微小 的 培养 
环境 ,与 液体 培养 差不多 ,因而 能 使 细胞 生长 良好 .在 培养 过 程 中 , 微 赛 化 也 能 提供 很 高 的 细胞 
密度 ,使 得 产物 浓度 增加 ,纯度 提高 动物 细胞 微 囊 化 的 成 功 , 克 服 了 大 规模 细胞 培养 的 一 些 缺 
点 ,具有 广泛 应 用 的 前 景 ,使 得 动物 细胞 微 囊 化 的 研究 非常 活跃 地 发 展 起 来 。 

二 、 动 物 细胞 微 囊 化 方法 

自 本 世纪 60 年 代 固 定 化 酶 技术 问世 以 来 ,用 微 训 化 方法 包 埋 生物 大 分 子 及 细胞 的 方法 很 
多 号 ,但 并 不 是 所 有 的 方法 都 能 适合 于 动物 细胞 的 , 它 必须 具备 以 下 一 些 条 件 : 微 讲 化 的 过 程 
要 温和 ,快速 ,不 损伤 细胞 , 尽 可 能 在 液体 状态 和 生理 条 件 下 制备 ; 微 赛 化 所 用 的 试剂 和 膜 材 料 
必须 对 细胞 无 毒害 作用 ; 微 赛 化 所 形成 的 膜 必须 能 使 营养 物 和 代谢 产物 自由 通过 , 膜 的 孔径 可 
以 控制 ; 膜 应 具有 足够 的 机 械 强度 以 抵抗 培养 过 程 中 的 搅拌 ,不 至 使 微 囊 破裂 。 总 观 目前 的 方 
法 用 得 最 多 的 是 聚 赖 氨 酸 /海藻 酸 (PLL/ALG ) 法 ， 

1. 聚 赖 毛 酸 /海藻 酸 (PLL /ALG ) 微 襄 化 

O 原理 ”海藻 酸 是 以 1,4 键 连接 的 聚 醛 酸 , 其 主要 成 份 是 甘露 糖 醛 酸 和 古 罗 糖 醛 酸 。 
当 它 的 水 洲 液 以 钙 盐 的 形式 存在 时 , 则 成 凝 胶 状态 ;而 用 歼 合 剂 将 钙 离 子 去 除 后 , 则 海 演 酸 又 
回复 到 溶液 状态 ; 当 海 藻 酸 钙 凝 胶 用 聚 赖 氮 酸 处 理 后 ,其 接触 部 分 不 再 被 敖 合 剂 去 钙 而 溶解 。 
据 此 ,人 们 就 可 以 先 将 动物 细胞 与 海藻 酸 溶液 混合 ,经 过 微 囊 发 生 器 滴 入 CaCl 溶液 中 形成 凝 
胶 微 珠 ,然后 用 聚 赖 氨 酸 溶液 处 理 微 球 表面 ,最 后 再 用 柠 机 酸 去 除 微 珠 的 钙 离 子 , 这 样 , 微 珠 内 
的 海藻 酸 成 液态 ,动物 细胞 悬浮 其 中 , 而 微 珠 表面 由 于 受到 聚 赖 氨 酸 的 处 理 而 不 再 洲 解 ,形成 
一 层 薄 膜 ,动物 细胞 就 被 这 层 膜 包 在 微 赛 里 了 ,如 此 就 可 制 成 细胞 微 宫 。 
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(2) MELRERSR EMERARA F, GIEK EAEE 
非常 重要 的 。 要 做 到 这 一 点 需要 微 囊 发 生 器 来 完成 ,其 基本 构造 如 图 4-2 所 示 。 它 由 针头 、 细 
胞 海藻 酸 混合 溶液 储 放 池 、 压 缩 空 气 套 简 3 部 分 组 成 。 操 作 时 ,细胞 海藻 酸 溶液 由 针头 流出 时 
受到 套 简 中 的 压缩 空气 的 吹 打 作用 而 成 微 滴 , 当 其 喷射 和 Ca CL, 溶液 中 后 就 形成 凝 胶 珠 ,其 直 
径 的 大 小 由 针头 及 压缩 空气 的 大 小 而 决定 。 

通常 ,制备 微 赛 化 动物 细胞 要 经 过 以 下 几 步 ， 

CD 无 菌 收集 动物 细胞 ,离心 后 用 生理 盐水 洗涤 ; 

D 再 离心 收集 细胞 ,并 加 入 海 营 酸 钠 溶液 混合 均匀 ,使 成 悬浮 液 ; 

© 将 悬浮 滚 装 入 微 宫 发 生 器 中 制 成 微 滴 ; 

QD 微 滴 加 到 Cacl: 溶液 中 形成 凝 胶 珠 ; 

O 凝 胶 珠 用 生理 盐水 洗 去 残留 的 Cacho; 
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© 凝 胶 珠 悬浮 于 率 赖 氮 酸 溶液 中 ,使 之 形成 膜 ; 

(D 凝 胶 珠 再 用 Cach 溶液 洗 , 用 CHES 缓冲 液 园 化， 

凝 胶 珠 用 生理 盐水 洗涤 后 ,再 用 ALG 溶液 处 理 ， . 

© 生理 盐水 洗涤 后 的 凝 胶 珠 加 0. 05 mol/L 柠檬 酸 溶液 处 理 , 使 半 透 膜 内 的 ALG 成 液 
态 , 然 后 再 用 生理 盐水 洗 。 

如 此 得 到 的 动物 细胞 微 赛 就 可 以 悬浮 于 培养 基 中 培养 了 。 


N: 
ER ER / EMR Ek EE HE 


N, . 图 4-2 微 赛 发 生 器 示意 图 


ma -— CaCl, 溶液 
Dt 固定 化 珠 

磁力 搅拌 器 
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(3) “影响 微 春 化 的 一 些 因素 “ 微 事 半 透 膜 的 孔径 是 培养 基 营 养 成 分 .代谢 物 进行 膜 内 外 
交换 、 截 留 一 定 分 子 量 蛋白 在 囊 内 的 关键 ,如 何 选择 是 一 重要 问题 。 微 事 的 膜 是 多 阴离子 的 海 
营 酸 与 多 阳离子 的 聚 赖 氨 酸 相互 作用 而 形成 的 .研究 表明 ,此 半 透 膜 的 孔径 主要 由 聚 赖 氨 酸 的 
分 子 量 决定 ,-- 般 来 说 用 高 分 子 量 的 聚 赖 氨 酸 (PLL ) 复 膜 孔 径 大 ,PLL ATER ABN, M 
常 使 用 40000— 80000 分 子 量 的 PLL .研究 还 表明 ,PLL 溶液 的 浓度 及 处 理 时 间 、 溶 液 的 pH 值 
及 使 用 温度 也 都 会 影响 膜 的 孔径 。 

海藻 酸 的 纯度 ,粘度 及 甘露 糖 醛 酸 和 古 罗 糖 醛 酸 的 比例 都 会 影响 微 赛 的 形成 及 机 械 性 能 ， 
纯度 高 .粘度 高 容易 成 囊 ; 含 古 罗 糖 醛 酸 多 的 海藻 酸 容 易 成 可, 机 械 性 能 好 ,不 易 破碎 中 :因此 
在 使 用 海藻 酸 时 必须 慎重 地 选择 。 

此 外 ,在 进行 微 事 化 时 要 注意 到 保持 动物 细胞 的 存活 率 ,这 与 微 吉 化 时 间 的 长 短 , 温 度 、 深 
液 的 pH 值 .保持 洲 液 等 渗 等 都 有 着 密切 的 关系 , 需 特别 注意 。 微 事 化 时 动物 细胞 在 海苔 酸 深 
液 中 的 初始 浓度 也 与 存活 率 有 关 , 不 同 的 细胞 ,所 用 浓度 不 同 ,一 般 在 101—109 个 /ml。 

有 的 研究 者 简化 了 微 囊 化 的 步 又 ,省 去 了 用 柠 机 酸 液化 ,但 在 培养 时 必须 采用 PRMI 
1640 À&JE3E, E GIC EE GUT BERE YE ,在 培养 过 程 中 足以 溶解 囊 内 的 海 荣 酸 钙 凝 胶 ,使 细胞 
ERREPRO, | 

2. 其 它 的 微 囊 化 方法 | 

在 细胞 微 守 化 技术 中 ,目前 主要 采取 PLL/ALG 的 方法 ,但 也 在 进行 新 的 方法 的 探索 。 不 
外 两 方面 ,一 是 PLL/AT 攻 的 改进 ,一 是 全 新 的 方法 ,不 管 是 哪 一 种 都 在 研究 阶段 ,还 很 不 成 
熟 。 | un 
CO 海苔 酸 钙 微 囊 轨 ”这 是 一 种 以 甲 基 纤 维 素 代替 PLL 的 方法 ,是 四 Yorlip 等 提出 
的 。 他 将 动物 细胞 与 1. 1% 甲 基 纤 维 素 的 CaCl 溶液 (CaCt, 浓度 为 1. 3%) 以 1: 3 的 比例 混 
合 ,然后 将 混合 液 滴 入 0. 75%% 的 海 治 酸 钠 溶液 中 ,反应 15min 后 在 液 滴 四 周 就 形成 了 一 层 海 
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藻 酸 钙 的 膜 , 包 围 动物 细胞 在 宫 内 ,一 般 微 囊 直径 达 2. 5mm 。 此 方法 简单 ,但 强度 不 够 ,容易 破 
BE, 

(2) ZAILTA ERRA Pha SW RKR ZLBEULT ES A E 48 Ro uc E 
化 中 。 他 们 用 0.1% (w/v) 的 脱 乙酰 几 丁 质 (pH6. 5) 代 替 PLL/ALG 法 中 的 PLL ,在 脱 乙酰 几 
丁 质 与 海 药 酸 钠 反 应 20min 后 再 用 0. 05mol/L 柠檬 酸 钠 处 理 ,使 微 事 内 重新 液化 。 膜 的 孔径 
受 脱 乙酰 几 于 质 溶液 的 离子 强度 的 影响 ,此 法 同样 也 存在 强度 不 够 的 问题 ， 

(3) PLL/ 脱 乙酰 几 丁 质 / 海 营 酸 钠 双 层 膜 微 囊 ” 包 有 细胞 的 海藻 酸 钠 凝 胶 珠 与 脱 乙酰 
几 丁 质 溶液 反应 成 膜 后 ,用 生理 盐水 洗涤 再 加 入 到 0. 03% (w/v) 海 藻 酸 钠 中 反应 Amin ,再 经 
生理 盐水 洗涤 ,与 0.05% (w/v) 的 PLL (分 子 量 22000) 反 应 6min 以 稳定 膜 , 同 样 可 以 形成 微 
膜 。 

O 脱 乙酰 几 丁 质 / 羧 甲 基 纤 维 素 (CMC) 微 囊 ”这 是 一 种 利用 脱 乙 酰 几 丁 质 与 CMC 的 
静电 作用 形成 半 透 膜 使 细胞 微 赛 化 的 方法 。 将 含有 细胞 的 着 甲 基 纤 维 素 钠 盐 (CMC) 溶 液 经 微 
圳 发 生 器 喷射 入 脱 乙酰 几 丁 质 溶液 中 ,反应 2 一 5min ,然后 倒 入 磷酸 缓冲 液 中 以 减少 几 丁 质 的 
XS RE ,用 离心 的 方法 收集 微 事 、 培 养 。 

(5) HEBR ER C, E BS / HI 3E DIAS BR FH BS (CHEMA/MMAO3JEXEI GCREU— 1983 年 ， 
Lambert 等 人 首先 提出 了 用 HEMA /MMA 微 囊 化 人 血红 细胞 的 方法 ,随后 经 Dauglas 等 人 的 
进一步 研究 ,使 方法 得 到 完善 而 用 于 动物 细胞 的 微 囊 化 。 其 具体 做 法 是 ,HEMA -MMA、 
PEG600 和 细胞 溶液 按 6.7 : 60 : 33. 3 的 体积 比 混 匀 后 ,经 过 空气 套 简 的 针头 晓 入 碳酸 二 乙 
Rh ,形成 悬浮 液 与 生理 盐水 混合 ,温和 搅拌 ,使 微 事 完全 形成 并 沉淀。 


第 二 方 ” 微 赛 化 细胞 的 培养 


微 襄 化 细胞 的 培养 虽然 有 其 特殊 的 地 方 ,但 所 用 的 培养 基 .培养 工 艺 . 反 应 器 等 与 动物 细 
胞 的 培养 差不多 ,这 方面 的 内 容 在 其 它 章节 已 有 详细 的 论述 ,本 节 不 再 重复 ,而 只 阐述 与 微 赛 
化 有 关 的 及 与 其 它 固定 化 动物 细胞 培养 不 同 的 部 分 。 

一 \ 微 囊 化 培养 的 细胞 种 类 

根据 动物 细胞 生长 时 对 固体 表面 的 依赖 情况 ,人 们 通常 将 这 些 细 胞 分 成 悬浮 细胞 及 贴 辟 
细胞 两 大 类 . 悬 译 细 胞 生长 时 不 需要 任何 固体 表面 的 支撑 ,只 要 芸 译 在 培养 基 中 就 可 很 好 地 生 
长 ,大 多 数 产生 单 克 隆 抗 体 的 杂交 瘤 细 胞 即 属 此 类 .。 贴 壁 细 胞 需要 依附 固体 表面 (如 培养 瓶 底 、 
. 瓶 壁 、 微 载体 等 ) 才 能 很 好 地 生长 ,形成 单 层 细胞 ,中国 仓鼠 卵巢 (CHO ) 和 成 纤维 细胞 就 是 典 
型 的 例子 。 

在 微 囊 内 ,很 多 动物 细胞 ， 不 管 是 悬浮 细胞 还 是 贴 壁 细胞 都 能 良好 地 生长 。 据 报导 , 仅 杂交 
瘤 细 胞 就 有 100 多 种 已 被 微 事 化 培养 所, 表 4 一 1 列举 了 一 些 已 成 功 培养 的 部 分 微 囊 化 细胞 。 
其 中 重组 小 鼠 黑 色素 瘤 细胞 的 最 大 细胞 密度 达到 5X 10° o 个 /ml 微 赛 。 此 外 ,胰岛 细胞 、 肝 细 
胞 ,重组 细胞 都 成 功 地 微 豆 化 了 。 

圳 中 一 等 cm 人 的 工作 报道 了 一 些 有 趣 的 实验 ,重组 成 纤维 细 胸 HBS -1 在 贴 壁 生长 时 细 
胞 呈 楼 形 单 层 生长 ,而 微 赛 化 后 形态 发 生 了 很 大 的 变化 ,由 楼 形 变 成 了 球形 ,并 且 旦 三 向 实体 
生长 ,逐渐 成 团 ,与 动物 体内 的 组 织 形态 很 相似 ,这 可 能 反映 了 微 赛 的 微 环境 比较 接近 动物 体 
内 的 环境 。 
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表 4-1 微 襄 化 培养 的 细胞 种 类 


细胞 种 类 培养 周期 ,天 最 大 细胞 密度 ,个 /ml 3E 培养 基 
KREA 27 NSO CMRL1969 
肝 细 胞 14 NS NS 
大 鼠 杂 交 瘤 187.1 27 1.5X107 DMEM +5%FBS 
大 鼠 杂 交 瘤 M1/9 27 1.3X107 .DMEM+5%FBS 
BREL A ILI 754 8 1.6x10? RPMI 十 10%FBS 
Namalwa 7 4. 6X 105 RPMI16404- 10 4 FBS 
FS 一 4 NS NS DMEM +10%FBS 
鼠 杂 交 瘤 24 2X10s EMA 十 10%FBS 
fth BUR EHI 20—30 1. 45x 105—3 x 105 EMA 十 10%FBS 
鼠 杂交 瘤 18 5. 4x10? DMEM 
AcV1—1120 
CRL1606 
SE ATCC NS 2. 8X 107 NS 
HB8852 
鼠 杂交 瘤 126/38 7 NS HGDM DIF 
人 肿瘤 细胞 12~20 0. 8x 105—1. 2X 105 RPMI1640 
鼠 黑色 素 瘤 细 胞 150 5x10? EMA 
J5581( 重 组 ) 
昆虫 细胞 NS 2.5X107 NS 
小 鼠 成 纤维 细胞 (重组 ) 60 | 1X108 DMEM +10%FBS 
HBS —I 

DNS 二 未 说 明 。 
二 ,培养 条 件 


微 囊 化 动物 细胞 的 培养 ,在 实验 室 规 模 可 以 用 转 瓶 和 + - 方 瓶 ,要 换 培养 液 时 ,让 微 赛 沉 下 
去 后 倾 去 用 过 的 培养 液 , 注 入 新 鲜 培养 液 即 可 ;对 于 大 规模 培养 则 可 用 揪 瓶 和 生物 反应 器 ,一 
般 采 用 的 生物 反应 器 为 气 升 式 反应 器 和 搅拌 模式 反应 器 。 可 采用 分 批 式 、 灌 注 式 、 连 续 式 等 工 
艺 培养 。 微 赛 化 细胞 培养 时 可 采取 各 种 培养 基 , 如 DMEM .RPMI 和 EM A (加 血清 或 不 加 血 
清 ) 等 。 用 新 鲜 培 养 基 连续 培养 时 ,每 毫升 微 事 的 细胞 密度 最 大 可 达到 1X10 个 。 

微 于 化 细胞 培养 中 , 微 赛 的 大 小 对 细胞 的 生长 和 产物 的 分 泌 有 直接 的 影响 。 微 完小 ,物质 
的 传递 迅速 ,营养 物 和 和 氧气 可 以 很 快 地 进入 微 赛 内 ,以 供 细胞 生长 所 需要 ,同时 代谢 产物 也 能 
及 时 地 排放 到 微 囊 外 面 。 这 种 膜 内 外 物质 的 迅速 交换 , 既 可 使 细胞 得 到 足够 的 营养 ,又 能 减少 
不 利 因子 对 细胞 的 作用 ,因此 ,小 的 微 囊 内 动物 细胞 生长 快 ,细胞 密度 高 ,产物 分 泌 多 。 微 事 大 ， 
细胞 生长 慢 且 分 说 产 物 少 。 当 PLL/ALG 微 咖 的 直径 超过 500um 时 ,细胞 的 增殖 便 受到 明显 
的 抑制 。 从 另 一 方面 看 , 微 囊 大 ,容易 制备 ; 微 囊 小 ,制备 困难 。 综合 考虑 这 两 者 , 微 宫 的 直径 控 
制 在 200 一 400hm 较为 适宜 ， 

在 微 囊 细胞 的 培养 过 程 中 , 微 囊 的 体积 与 工作 总 体积 之 比 也 是 一 个 重要 因素 ,通常 在 1 : 
10—1: 2 的 范围 内 。 它们 间 的 比值 大 则 生产 等 量 产品 可 减 小 生物 反应 器 的 体积 ,对 大 规模 生 
产 是 非常 有 利 的 。 

微 囊 化 以 后 ,动物 细胞 被 微 囊 膜 所 保护 ,培养 时 ,搅拌 和 直接 通气 不 致 伤害 细胞 .为 了 加 速 
细胞 的 生长 ,一 般 来 说 可 以 加 大 搅拌 速度 和 通气 量 , 但 要 注意 不 破坏 微 赛 。 大 多 数 细胞 经 微 琶 
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化 培养 后 其 最 大 细胞 密度 均 比 常规 培养 大 , 微 赛 化 HBS -1 细胞 培养 就 是 一 个 典型 例子 5 。 重 
组 成 纤维 细胞 HBS — 1 在 培养 瓶 中 静止 培养 是 贴 壁 单 层 生 长 的 ;在 微 赛 化 后 ,当天 可 观察 到 细 
胞 分 散在 整个 微 事 里 ;在 生物 反应 器 中 培养 至 4 天 囊 内 细胞 形成 细胞 团 ;到 第 8 RAIER A 
长 满 细 胞 ， 并 开始 向 微 事 深 处 发 展 ; 至 15 天 时 细胞 密度 可 达 1X 10"/ml 微 赛 ;培养 至 25 XE 
内 充满 细胞 。 


三 节 微 赛 化 动物 细胞 的 应 用 


目前 , 微 讲 化 细胞 可 以 在 两 方面 应 用 ， 一 是 培养 微 事 化 动物 细胞 以 生产 一 些 药物 ;二 是 作 
为 药物 直接 用 于 治疗 或 作为 第 选 药 物 之 用 .。 
一 ,生产 药物 上 的 应 用 - 
1. 单 克隆 抗体 的 生产 
微 襄 化 哺乳 动物 细胞 的 主要 应 用 是 单 克 隆 抗体 的 生产 。 微 赛 工 艺 已 生产 以 克 计 的 单 克隆 
抗体 "下 。 微 襄 膜 的 孔径 可 以 控制 在 能 截留 10 万 以 上 分 子 量 的 蛋白 质 的 水 平 上 ,能 截留 单 
克隆 抗体 在 微 讲 中。 培养 结束 时 收集 微 赛 , 破 赛 后 从 中 提纯 抗体 。 实 验证 明 , 采 用 批 式 和 连续 
灌注 式 培养 杂交 瘤 细 胞 生产 单 克隆 抗体 ,在 7 一 27 天 微 赛 内 的 抗体 浓度 可 达 1250 一 5300mg/ 
LUI, 3€ 4 — 2 将 微 囊 培养 和 野 浮 培养 系统 进行 了 比较 。 从 表 中 可 以 看 出 微 事 系统 更 有 利于 单 
克隆 抗体 的 生产 ,而 且 单 克隆 抗体 截留 在 微 赛 中 ,培养 获得 的 产物 浓度 和 纯度 均 更 高 。 抗 体 的 
纯度 可 达 45% 一 80%% ,培养 基 中 血清 尤其 是 那些 y -蛋白 能 被 半 透 膜 排 阻 在 微 囊 外 ,使 纯化 更 
fe em, 


. 表 4-2 微 囊 培养 和 悬浮 培养 系统 的 比较 


抗体 生产 1g 抗体 所 需 的 生产 lg 抗体 所 需 的 ， 
培 
uda mg/L FERM 发 酵 体积 培养 基体 积 


微 襄 培 养 2135 29 2. 29 22. 4 
悬浮 培养 131 8 9. 35 9.5 


2. 高 值 生 化 药物 的 生产 | 

我 们 将 微 塞 化 重组 成 纤维 细胞 BSH — 1 4) BET T AAMA Celligen 生物 反应 器 内 培 
养 , 细 胞 密度 可 达 1TX10 一 2X10 个 /ml 微 囊 。 静 止 培养 时 , 微 囊 化 细胞 可 持续 生长 和 生产 
HBsAg 64 KUE. HBsAg 的 6 -颗粒 被 截留 而 富 集 于 半 透 膜 内 ,总 生产 率 为 培养 翘 生产 的 5 
倍 以 上 。 产 物 在 电泳 上 显示 纯度 明显 高 .在 Celligen 反应 器 中 微 囊 细胞 培养 32 天 ,总 产 率 可 比 
静止 培养 提高 340, 

高 表达 有 工业 价值 的 蛋白 质 的 重组 细胞 近年 更 多 地 用 微 囊 化 培养 。 一 种 在 黑色 素 瘤 细胞 
中 表达 的 分 子 量 为 65000 的 重组 蛋白 ,已 在 灌注 式 培养 系统 中 持续 生产 150 天 以 上 ,表达 产物 
通过 半 透 膜 扩散 进入 周围 的 培养 液 ,而 且 在 蛋白 生产 期 采用 了 廉价 无 血清 培养 基 , 使 纯化 更 
fij fg m, | 

3. THER AE 

Jarvis 和 Grdina 通过 试剂 和 病毒 方法 诱导 微 赛 化 FS — 1 和 Namalwa 细胞 生产 干扰 素 ， 
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这 两 种 细胞 在 微 赛 中 生长 比 悬 浮 培养 或 单 层 培养 更 旺盛 ,两 细胞 在 微 囊 中 生产 的 干扰 素 与 悬 
浮 培 养 和 单 层 培养 的 总 产 率 相 同 04。 

二 ,在 治疗 及 药物 筛选 上 的 应 用 

1. 人 工 器 官 

微 赛 化 动物 细胞 在 排除 免疫 反应 上 可 能 有 普遍 的 意义 。 人 们 已 将 某 些 器 官 的 细胞 微 事 化 
并 植 入 体内 以 期 望 能 代替 这 些 器 官 的 功能 ,人 工 胰 是 研究 得 最 多 的 一 种 。 微 囊 化 大 鼠 兰 氏 胰 岛 
细胞 注入 大 鼠 腹腔 内 ,可 用 于 治疗 糖尿 病 。 当 4X10 一 4.5X10 个 细胞 /ml 微 囊 注入 体内 后 , 当 
天 即使 血糖 由 400— 500mg /aL 减 至 100mg/dL 左右 ,并 能 长 期 维持 正常 血糖 水 平 ,在 360 天 
内 不 出 现 糖尿 病症 状 上 5 。 这 是 动物 细胞 微 要 在 治疗 上 《实验 动物 ) 得 到 成 功 的 第 一 个 例子 ， 除 
人 工 胰 的 研究 外 ， 微 可 化 肝 细胞 也 被 用 来 研究 人 工 肝 。 

2. 抗 癌 药物 的 筛选 

微 守 化 的 肿瘤 细胞 用 于 估价 抗 癌 药 物 对 活体 的 作用 。 人 的 肿瘤 细胞 经 微 夫 化 后 注入 小 鼠 
腹腔 中 ,服用 受 检 的 抗 瘤 药 ,检测 微 囊 化 的 肿瘤 细胞 对 药物 的 反应 ,结果 发 现 抗 癌 药 能 穿 透 微 
圳 的 膜 作 用 于 微 赛 中 的 肿瘤 细胞 ,抑制 和 杀 灭 的 水 平 与 其 它 体 外 和 体内 测定 的 药 效 一 致 c9。 
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目标 产物 的 分 离 纯 化 在 现代 生物 技术 工业 中 占有 十 分 重要 的 位 置 , 它 决定 着 产品 的 纯度 
和 安全 性 ,也 决定 着 产品 的 收 率 和 成 本 。 i 

不 同 的 目标 产物 ,由 于 其 自身 的 特性 和 对 其 纯度 的 要 求 不 同 ,所 采用 的 分 离 纯 化 路 线 常常 
不 同 ; 但 一 般 说 来 ,都 包括 两 个 基本 阶段 :(1) 产 物 的 初级 分 离 阶 段 ;(2) 产 物 的 纯化 精制 阶段 。 

初级 分 离 阶 段位 于 细胞 培养 之 后 。 甚 任务 是 分 离 细胞 和 培养 液 . 破 碎 细 胞 释放 产物 (如 果 
产物 在 胞 内 ) ,溶解 包含 体 ( 亦 有 称 “ 包 涵 体 ”的 )、 复 原 蛋 白质 ,浓缩 产物 和 去 除 大 部 分 杂质 等 。 

纯化 精制 阶段 是 在 初级 分 离 的 基础 上 ,用 各 种 高 选择 性 手段 (其 中 主要 是 各 种 色谱 方法 ) 
将 目标 产物 和 干扰 杂质 尽 可 能 地 分 开 , 使 产物 的 纯度 达到 有 关 的 要 求 ,最 后 制 成 可 以 贮藏 . 运 
输 和 使 用 的 产品 。 

本 章 论 述 的 细胞 破碎 和 固 液 分 离 操 作 属于 初级 分 离 阶段 ,它们 主要 影响 产物 的 收 率 ,但 在 
某 种 意义 上 也 影响 产物 的 纯度 ,因为 如 果 能 在 初 分 离 中 除 掉 大 部 分 杂质 ,特别 是 一 些 对 后 续 精 
制 阶段 有 干扰 的 杂质 ,那么 产物 精制 也 会 变 得 较 容易 ,纯度 也 容易 得 到 保证 。 

在 探讨 各 种 分 离 技 术 之 前 ,有 必要 了 解 一 下 所 分 离 的 对 象 , 就 是 来 自 各 种 生物 反应 器 的 细 
胞 悬浮 液 。 这 些 悬 浮 洲 有 着 共同 的 性 质 。 

(1) 目标 产物 浓度 普遍 比较 低 , 悬 浮 液 中 大 部 分 是 “水 ” 

(2) ”组 份 非常 复杂 ,是 含有 细胞 、 细 胞 碎片 、 蛋 白质 \ 核 酸 、 脂 类 、 糖 类 .无 机 盐 类 等 多 种 物 
质 的 混合 物 。 

(3) 分离 过 程 很 容易 发 生 失 活 现象 ,pH 值 . 离 子 强度 .温度 等 变化 常常 造成 产物 的 失 
活 。 

(4) 性 质 不 稳定 , 易 随 时 间 变 化 ,如 受 空 气 氧化 、 微 生物 污染 .蛋白 水 解 酶 作用 等 .根据 上 
述 性 质 , 分 离 过 程 应 该 做 到 :迅速 加 工 , 缩 短 停 留 时 间 ; 控制 好 操作 温度 和 pH 值 ;减少 或 避免 
与 空气 接触 受 污 染 的 机 会 ;设计 好 各 组 份 的 分 离 顺序 。 


第 二 节 ”细胞 破碎 


E 80 年 代 初 重组 DNA 技术 得 到 广泛 应 用 以 来 ,生物 技术 发 生 了 质 的 飞跃 ,产品 的 数量 
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越 来 越 多 ,许多 具有 重大 应 用 价值 的 产品 应 运 而 生 , 如 具有 显著 医疗 作用 的 胰岛 素 TRR E 
长 激素 、 白 细胞 介 素 -2 等 ,它们 的 基因 分 别 在 宿主 细胞 (如 大 肠 杆菌 或 酵母 细胞 ) 内 克隆 表达 
成 为 基因 工程 产物 ,从 而 提高 了 产量 ,降低 了 成 本 .很 多 基因 工程 产物 都 是 胞 内 物质 ,分 离 提 取 
这 类 产物 时 ,必须 将 细胞 破 壁 ,使 产物 得 以 释放 ,才能 进一步 提取 ,因此 细胞 破碎 是 提取 胞 内 产 
物 的 关键 步骤 ,破碎 技术 的 研究 引起 基因 工程 专家 和 生化 工程 学 者 的 关注 。 


破碎 方式 
三 1 1 
机 械 法 非 机 械 法 
-TFT E T 
BN — XE m mA 图 5--1 细胞 破碎 方法 分 类 9” 
切 作用 切 作 用 处 理 作用 
珠 磨 压榨 高 压 ”超声 破碎 酶 溶 法 化 学 法 物理 法 
法 CESE 
一 ,细胞 破碎 技术 的 分 类 


细胞 破碎 的 目的 是 释 出 细胞 内 含 物 ,其 方法 很 多 ,按照 是 否 存在 外 加 作用 力 可 分 为 机 械 法 
和 非 机 械 法 两 大 类 ,图 5-1 列 出 了 一 些 主要 方法 。 

机 械 法 中 的 高 速 湿 法 珠 麻 和 高 压 匀 浆 已 经 在 工业 生产 中 应 用 ,而 非 机 械 法 中 的 酶 溶 法 和 
化 学 渗透 等 方法 目前 实验 室 研 究 开发 也 相当 活跃 .本 节 重 点 介绍 这 4 种 方法 和 超声 破碎 法 。 虽 
然 压 榨 法 和 冷冻 融化 法 等 在 实验 室 范围 经 常 使 用 ,但 其 工业 化 应 用 受到 诸多 因素 的 限制 ,即使 
已 工业 化 应 用 的 珠 磨 法 和 高 压 匀 浆 法 也 有 局 限 性 .目前 人 们 仍 在 探寻 新 的 细胞 破碎 方法 ,如 激 
光 破 碎 法 守 .冷冻 -喷射 法 中 .高 速 相向 流 撞击 法 器 等 ,细胞 破碎 的 研究 有 待 不 断 深入 和 完善 。 

二 、 几 种 常用 的 破碎 方法 

1. 高 压 匀 浆 法 

高 压 匀 浆 法 (High -pressure homogenization) 所 用 设备 是 高 压 匀 浆 器 , 它 由 高 压 泵 和 勾 
KARAR K 5 一 2 是 匀 浆 阀 的 结构 图 。 英 国 APV 公司 和 美国 Microfluidies 公司 均 有 产品 出 
售 。 

破碎 机 理 与 动力 学 ”从 高 压 室 ( 儿 百 个 大 气压 ) 压 出 的 细胞 悬浮 液 ( 见 图 5- DAIRA 2 
的 中 心 孔道 从 闪 座 2 PREF A 之 间 的 小 环 阶 中 喷 出 ,速度 可 达 岂 百 米 每 秒 。 这 种 高 速 喷 出 的 浆 
液 又 射 到 静止 的 撞击 环 3 上 ,被 迫 改变 方向 从 出 口 管 流出 。 细 胞 在 这 一 系列 过 程 中 经 历 了 高 速 
造成 的 前 切 、 磁 撞 以 及 由 高 压 到 常 压 的 变化 ,从 而 造成 细胞 的 破碎 。 阀 与 阀 座 的 形状 ,二 者 之 间 
的 距离 .操作 压力 和 循环 次 数 等 因素 都 对 破碎 效果 有 影响 中 。 图 5 一 3 是 操作 压力 P 和 循环 次 
数 N 对 破碎 的 影响 情况 。 一般 说 来 ,增加 压力 或 增加 破碎 次 数 都 可 以 提高 破碎 率 , 但 当 压 力 增 
加 到 一 定 程 度 后 对 匀 浆 阀 的 磨损 较 大 。 

同 所 有 的 机 械 破碎 方式 一 样 ,高 压 匀 浆 法 破碎 细胞 实质 上 是 将 细胞 壁 和 膜 撕 裂 , 靠 胞 内 的 
渗透 压 使 其 内 含 物 全 部 释放 出 来 破碎 的 难 易 程度 无 疑 由 细胞 壁 的 机 械 强 度 决定 ,而 胞 内 物质 
的 释放 快慢 则 由 内 含 物 在 胞 内 的 位 置 决定 。 例 如 , 胞 间 质 (periplasm ) 的 释 出 先 于 胞 内 质 
(cytoplasm ) ,而 膜 结 合 酶 (membrane —bound enzyme) 最 难 释放 。 

在 实验 的 基础 上 ,研究 者 们 提出 了 一 个 破碎 动力 学 方程 ”” 

In R,/ CR,-R) |--K N?P^ (5—1) 
66 


AP OR 是 单位 生物 量 释放 出 的 内 含 物 量 (mg/g),R。 是 R 的 最 大 值 ;K 为 破碎 速度 常数 ,表示 
破碎 的 阻力 ;动力 项 P. 也 可 以 表示 成 动能 项 咖 ， 

In[ 5,/ G,-R? ]-- K N' Co»? /2)* ` (5—2) 
式 中 p ALETE VEI 2E HE io 为 射流 的 速度 (压力 为 15M Pa 时 ,流速 高 达 190m /s) .微生物 的 形态 
(morphology) 和 生理 状态 (physiology) 决 定 了 细胞 的 机 械 强 度 , 因 此 七 述 破碎 参数 R。、 开 、a、 
b.P 等 ) 随 微生物 种 类 和 培养 条 件 的 不 同 而 有 所 差异 。 例 如 指数 a 因 微生物 而 异 ”…”， 

2.9 (SE SE) 
.十 2.2 《大肠 杆 菌 ) 


1.77 — GU ZEREBE) 


图 5-2 SEIKA SFR 
二 -细胞 县 译 液 ，。 2— RE. 3 一 碰 掉 环 ，  A— INIT; 
5 一 加 工 后 的 细胞 匀 浆 


图 5 一 3 高 压 匀 浆 过 程 的 蛋白 质 释 放 率 R 
BIRKAN REH P 的 关系 
Rm 一 最 大 蛋白 质 释放 率 


培养 条 件 , 包 括 培 养 基 ( 限 制 型 或 复合 型 )、 生 长 期 (对 数 期 .静止 期 )、 稀 释 率 等 ,都 对 细胞 
破碎 有 影响 。 值 得 指出 的 是 指数 5 与 细胞 浓度 和 培养 条 件 ( 如 稀释 率 ) 有 关 , 并 非常 数 呈 。 
温 控 与 能 耗 人们 普遍 关心 的 是 活性 物质 在 破碎 过 程 中 的 失 活 问题 。 研 究 表明 蛋白 质 和 
酶 的 失 活 主要 由 匀 浆 过 程 中 产生 的 热 引起 "”。 如 果 能 将 温度 控制 在 35C 以 下 ,那么 酶 活 损失 
可 以 忽略 。 对 于 温度 敏感 性 物质 ,低温 操作 是 必需 的 。 高 压 匀 浆 一 般 需 多 级 操作 ,每 次 循环 前 ， 
往往 进行 级 间 冷 却 。 尽 管 提 高 压力 有 利于 细胞 破碎 ,但 是 提高 压力 需 增 加 能 耗 (3. 5kW/ 
100M Pa), 辣 时 为 移 走 产 生 的 热量 (23. 8C/100MPa) 中 需要 付出 代价 。 机 械 破碎 的 能 耗 主要 包 
括 提供 动力 (如 压力 ) 消 耗 的 能 量 以 及 低温 操作 耗费 的 能 量 。 ” 
存在 的 问题 除了 较 易 造成 堵塞 的 团 状 或 丝 状 真菌 以 及 较 小 的 革 兰 氏 阳 性 菌 不 适 于 用 高 
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压 匀 浆 器 处 理 以 外 ,其 它 微生物 细胞 都 可 以 用 高 压 义 浆 洗 破 碎 。 另 外 有 些 亚 细 胞 器 (如 包含 体 ， 
inclusion body) 质 地 坚硬 , 易 损 伤 匀 浆 阀 ,也 不 适合 用 该 法 处 理 。 但 最 近 也 有 人 在 实验 室 用 高 
压 匀 浆 器 研究 真菌 "" 和 含有 包含 体 的 大 肠 杆菌 "的 破碎 。 
0 2 BEREA 

高 速 珠 磨 法 (High -speed bead mill) 也 是 一 种 有 效 的 细胞 破碎 方法 。 珠 磨 机 是 该 法 所 用 
的 设备 ,其 结构 示意 图 见 图 5 一 4。 瑞 士 WAB 公司 和 德国 西门 子 机 械 公司 均 制 造 各 种 型 号 的 珠 
磨 机 。 

破碎 机 理 ”微生物 细胞 悬浮 液 与 极 细 的 研 丹 剂 (通常 是 直径 <<lImm 的 无 铅 玻 璃 珠 ) 在 搅 
拌 浆 作用 下 充分 混合 ,珠子 之 间 以 及 珠子 和 细胞 之 间 的 互相 剪 切 、 碰 撞 , 促 使 细胞 壁 破裂 , 释 出 
内 含 物 。 在 珠 液 分 离 器 的 协助 下 ,珠子 被 滞留 在 破碎 室内 ,浆液 流出 ,从 而 实现 连续 操作 。 破碎 
中 产生 的 热量 由 夹 套 中 的 冷却 液 带 走 。 


图 5-4 水 平 搅拌 式 珠 磨 机 的 结构 简 示 

1 一 细胞 悬浮 液 ， 2 一 加 工 后 的 细胞 匀 浆 ; 

3 一 液 珠 分 离 器 ;4 一 冷却 液 出 向; 5 一 搅 

拌 电机 ; ”6 一 冷却 液 进口 ; 7 一 搅拌 浆 ; 
8 一 玻璃 珠 


in 图 5 一 5 水 平 搅拌 式 珠 磨 机 破碎 酵母 细胞 过 程 
go 的 能 耗 x 与 流速 及 浓度 0 的 关系 
Žo. C—ÉBBUEE ORE w/w; - X — BUR EROR 
x BRRR- ERRER FE F HRR 
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d 5-1 列 出 了 影响 珠 磨 破碎 的 诸多 因素 。 一 旦 确定 珠 磨 机 的 硬件 , 则 只 有 某 些 操作 参数 
待定 ,如 转速 , 进 料 速度 、 珠 子 直径 与 用 量 、 细 胞 浓度 、 冷 却 温度 等 。 这 些 参数 有 各 自 的 变化 规 
律 和 中 ,同时 也 相互 联系 。 图 5 一 5 表明 进 料 速 度 与 微生物 浓度 ,破碎 率 、 能 耗 之 闻 的 关系 。 进 
料 速度 的 增加 虽然 能 够 降低 破碎 单位 重量 细胞 的 能 耗 , 但 也 会 降低 细胞 的 破碎 率 。 

动力 学 方程 ”研究 表明 胞 内 蛋白 的 释放 符合 一 级 动力 学 ”: 


HAKH:  In[R,/ CR,-R) ]—1nCDD —£t (5—3) 
连续 操作 :， lnLR, / CR,-R) ] -k (V /fO mk /f (5—4). 
D — (0k, c/ j (5 一 5) 


式 中 上 是 破碎 时 间 (s);k、k* 和 是 破碎 速度 常数 (s);V ERTE PLAGES e Lc Rd 
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有 效 体积 (1) ;f 是 进 料 速 度 (1/s);t 是 平均 停留 时 间 (s);j 是 破碎 室 相当 于 全 混 签 的 数目 E 
反映 了 破碎 室内 悬浮 液 的 流动 状况 或 混合 特性 。 

微生物 细胞 的 形态 和 生理 因素 决定 了 细胞 壁 的 化 学 组 成 与 机 械 强度 ,从 而 决定 了 细胞 破 
碎 的 难 易 程 度 。 显 然 这 些 复 杂 的 因素 难以 用 简单 的 方程 来 描述 ,只 能 通过 实验 加 以 区 分 比较 。 


表 5-1 温 法 珠 磨 的 相关 参数 “7 


设备 
"TT x 产 品 生物 参数 
”设计 形状 ETER 生物 类 型 
LI 表面 积 粒子 大 小 细胞 壁 组 成 
Wt Hr / 38 SE 直径 ETE AUS TE DOM A 
叶片 /叶片 间距 均一 性 弹性 培养 条 件 
材料 密度 KE 收获 时 间 
未 端 线束 度 ERE 浓度 
转动 稳定 性 进 料 速度 
停留 时 间 分 布 
破碎 室 KRANE 温度 
密度 
横 截 面积 /直径 WIL 原料 几何 形状 
高 /长 形状 压力 ` 
自由 空间 体积 。 SEC HE 消 泡 剂 
BARKER PUAN 表面 活性 齐 
材料 


温 控 与 能 耗 珠 魔 机 是 采用 夹 套 冷却 的 方式 实现 温度 控制 的 ,一 般 情况 下 能 够 将 温度 控 
制 在 要 求 的 范围 内 。 珠 磨 破 碎 的 能 耗 跟 细胞 破碎 率 成 正比 。 提 高 破碎 率 ,需要 增加 装 珠 量 ,或 
延长 破碎 时 间 ,或 提高 转速 ,这 些 措 施 不 仅 导致 电能 消耗 的 增加 ,而 且 产生 较 多 的 热量 ,引起 浆 
液 温度 升 高 ,从 而 增加 了 制冷 费 , 因 此 总 能 量 消耗 增加 。 实 验 表 明 , 破 碎 率 这 80% ,能 耗 大 大 提 
高 (如 图 5-5 所 示 )。 不 仅仅 如 此 ,高 破碎 率 还 给 后 分 离 带 来 麻烦 。 对 于 可 溶性 胞 内 产物 的 提 
取 : 细 胞 破碎 后 必须 进行 固 - 液 分 离 ,将 细胞 碎片 除去 。 尽 管 采用 高 速 离心 . 错 流 微 孔 过 滤 或 双 
水 相 蔡 取 等 技术 可 以 除去 碎片 ,但 是 破碎 率 越 高 .碎片 越 细小 、 清 除 碎 片 越 困难 ”和 ,并 且 
不 得 不 考虑 产物 活性 损失 因此 增加 的 可 能 性 。 总 之 ,不 管 是 高 压 匀 浆 还 是 珠 磨 破碎 ,都 不 是 以 
破碎 率 为 基准 ,而 是 考虑 产物 的 收 率 和 兼顾 上 下 游 过 程 。 

两 种 方式 的 比较 ”高压 匀 浆 法 同 高 速球 磨 法 相 比 各 有 特点 :前 者 操作 参数 少 ,易于 确定 ; 
后 者 操作 参数 多 ,一 般 凭 经 验 估计 ,并 且 珠 子 之 间 的 液体 损失 使 一 次 处 理 85ml 悬浮 液 最 终 只 
能 得 到 50m 左右 的 浆液 . 连续 操作 时 珠 磨 机 兼 具 破碎 和 冷却 双重 功能 ,减少 了 产物 失 活 的 可 
能 性 ,而 高 压 匀 浆 器 需 配 备 换 热 器 进行 级 间 冷 却 ;其 次 珠 磨 法 破碎 在 适当 条 件 下 一 次 操作 就 能 
达到 较 高 的 破碎 率 , 而 高 压 匀 浆 往 往 需 循环 2 一 4 次 才 行 ;再 者 儿 乎 所 有 种 类 的 微生物 细胞 都 
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可 以 用 珠 磨 机 破碎 ,包括 含有 包含 体 的 基因 工程 菌 的 破 壁 ,质地 坚硬 的 包含 体 可 以 充当 研磨 
剂 ,更 有 利于 细胞 破 壁 ， 而 包含 体 常常 磨损 高 压 匀 浆 阔 。 

3. 超声 破碎 

声 频 高 于 15 一 20kHz 的 超声 波 在 高 强度 声 能 输入 下 可 以 进行 细胞 破碎， 其 破碎 机 理 尚 未 
弄 清楚 ,可 能 与 空 化 现象 (cavitation phenomena) 引 起 的 冲击 波 和 剪 切 力 有 关 。 空 化 现象 是 在 
强 声波 作用 下 ,气泡 形成 .长 大 和 破碎 的 现象 。 超 声 破碎 (Ultrasonication) 的 效率 与 声 频 、 声 
能 处理 时 间 、 细 胞 浓度 及 菌 种 类 型 等 因素 有 关 "™。 

研究 者 们 “”*** 对 啤酒 醇 母 超声 破碎 的 实验 结果 进行 分 析 和 关联 ,得 到 如 下 关系 式 ， 


1—58,-expCK,T) n (5—6) 
1— S, =exp {-[ CP — P 2/o f} (5—7) 

将 (5 一 6) (5 一 7) 式 比较 
K ,=[(P — Po)/af (5—8) 
K,—b! (P — P,)*? (5—9) 


8, 为 蛋白 质 释 放 率 ;K， 为 蛋白 释放 常数 (min-037 为 处 理 时 间 ((min) ;Po 是 空 化 作用 的 最 低 
极限 功率 ;P 是 输入 功率 [erg/(g.s)] ;0,B 为 常数 ,8 的 理论 值 为 0. 895, 

超声 破碎 在 实验 室 规模 应 用 较 普 遍 , 处 理 少 量 样 品 时 操作 简便 , 液 量 损失 少 。 但 是 超声 波 
产生 的 化 学 自由 基 团 能 使 某 些 敏感 性 活性 物质 变性 失 活 ,噪声 令 人 难以 忍受 ,而 且 大 容量 装置 
声 能 传递 .散热 均 有 困难 ,因而 超声 破碎 的 应 用 潜力 有 限 。 


4. 化 学 渗透 法 
表 5-2 微生物 细胞 的 结构 特性 co : 
微生物 类 型 破碎 难度 主要 层次 排 阻 分 子 量 
外 层 膜 , 
革 兰 氏 阴 性 难 Ah Hk 700 
PUR 
细胞 壁 
兰 200 
革 兰 氏 阳 性 中 等 REN 1 
细胞 辟 
1 00 
EE B 很 难 BUERE 7 


， 某 些 有 机 溶剂 (如 葵 . 甲 葵 )、 抗 生 素 . 表 面 活 性 剂 (SDS .Triton X — 1000, ERAH. 
(EDTA )、 变 性 剂 (Chaotropic agents) (盐酸 县 , 脲 ) 等 化 学 药品 都 可 以 改变 细胞 壁 或 膜 的 通 透 
性 ,从 而 使 内 含 物 有 选择 地 渗透 出 来 ,这 种 处 理 方式 称 为 化 学 渗透 法 (Chemical permeation), 

FANE ”化 学 渗透 取决 于 化 学 试 神 的 类 型 以 及 细胞 壁 和 膜 的 结构 与 组 成 %"””, 表 5 一 2 
列 出 不 同类 型 微生物 细胞 的 结构 和 化 学 组 成 。 各 种 化 学 试剂 对 不 同 种 类 细胞 作用 的 情况 见 表 
5 一 3 所 示 。 不 同 试剂 对 各 种 微生物 细胞 作用 的 部 位 和 方式 有 所 差异 。 
(D EDTA 作为 歼 合 六 ,可 用 于 处 理 革 兰 氏 阴性 菌 ( 如 E.coli) XE ZR BL Ph ES CES RUE TE 
用 。 革 兰 天 阴性 菌 的 外 层 膜 结构 通常 靠 二 价 阳离子 Ca** 或 Mg” 结合 脂 多 糖 (ipo -polysac — 
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charides ) 和 和 蛋白质 来 维持 ,一旦 EDTA 将 Cas+ 或 Mg 六 束 合 ,大 量 脂 多 糖分 子 将 脱落 ,使 外 层 
膜 出 现 洞穴 。 这 些 区 域 由 内 层 膜 的 故 脂 (phospholipid) 来 填补 ,导致 该 区 域 通 透 性 增强 ， 

(2) ”有 机 溶剂 常用 的 是 甲 茶 , 它 能 溶解 细胞 膜 的 磷脂 层 。 

(3) Triton X — 100 是 非 离子 型 清洁 剂 ,对 杖 水 性 物质 具有 很 强 的 亲和力 ,能 结合 并 溶解 
磷脂 ,因此 其 作用 部 位 主要 是 内 膜 的 双 磷 脂 层 。Triton X —100 常 与 其 它 试 剂 混合 使 用 。 

(4)， SERIE CGuanidin HC1) 种 逐 (Urea) 是 常用 的 变性 剂 。 一 般 认为 服 能 与 水 中 氨 键 作 
用 ,削弱 了 洲 质 分 子 间 的 疏水 作用 ,从 而 使 芒 水 性 化 合 物 深 于 水 溶液 ,如 股 能 从 大 肠 杆菌 膜 碎 
片 中 溶解 蛋白 。 


表 5-3 针对 不 同 细胞 的 化 学 渗透 处 理 方式 2 


细胞 类 别 
革 兰 阴性 
革 兰 阳性 
E 母 
植物 细胞 
Ei TR ZR RI 


清洁 剂 
x 


应 用 化 学 渗透 法 以 前 主要 用 来 检测 胞 内 酶 活性 ,经 化 学 试剂 处 理 后 ,检测 酶 活性 的 底 物 
等 小 分 子 可 以 渗透 到 胞 内 ,这 样 就 不 必 释 出 胞 内 酶 了 。 如 8- 半 和 乳糖 蔡 酶 (B -galactosidase) 的 
检测 ,用 甲 茶 对 E.coli 进行 预 处 理 ,检测 底 物 是 邻 硝 基 葵 -8 — D - 半 乳 糖苷 (o — nitrophenyl -B 
-D -galactoside)。 化 学 渗透 法 用 于 释放 胞 内 物质 的 研究 是 近 几 年 来 才 引 起 人 们 普遍 关注 的 。 
目前 实验 室 应 用 较 多 的 是 用 变性 剂 盐酸 肽 或 脲 处 理 E. coli 基因 工程 菌 ,渗透 出 重组 蛋白 来 。 
盐酸 肘 不 仅 能 改变 细胞 的 通 透 性 ,而 且 能 溶解 不 溶性 重组 蛋白 (如 包含 体 ) ;并 在 其 它 试剂 的 配 
合 下 使 其 二 硫 键 断裂 ,变性 解 离 成 亚 基 ,从 而 释放 出 来 ,除去 变性 剂 和 杂 蛋 白 后 ,在 一 定 条 件 下 
恢复 肽 链 内 或 肝 链 间 的 二 硫 键 ,再 折 秋 复 性 成 具有 活性 的 蛋白 质 立体 结构 。 

根据 各 种 试剂 的 不 同 作用 机 理 , 将 几 种 试剂 合理 地 搭配 使 用 能 有 效 地 提高 胞 内 物质 的 释 
放 率 。 实 验 表 明 单 独 用 0. Imol/L MAM E. coti 仅 释 出 约 1% 的 胞 内 蛋白 ,用 0. 5% Triton X 
一 100 释放 率 为 4% ,二 者 合用 ,在 同样 的 时 间 内 胞 内 蛋白 释放 率 达 到 53% 左 右 ,同样 的 收 率 需 
要 4mol/L 的 肛 ”。 一 般 认 为 肛 溶 解 了 细胞 外 膜 , 使 内 膜 暴 露 于 Triton 中 , 双 磷 脂 层 遭 受 损 
伤 ,结果 大 大 改变 了 细胞 的 通 透 性 。 

与 机 械 法 的 比较 ”化 学 渗透 法 与 机 械 法 相 比 具有 如 下 优点 。 

(1) 对 产物 释 出 具有 一 定 的 选择 性 :化 学 试剂 处 理 能 使 一 些 分 子 量 小 的 溶质 (如 多 肽 和 
小 分 子 的 酶 蛋白 ) 透 过 ,而 分 子 量 大 的 物质 (如 核酸 ) 则 被 阻 滞 在 胞 内 。 控 制 条 件 可 以 有 选择 地 
释 出 位 于 细胞 内 不 同 部 位 的 产物 ,例如 用 0. 2mol/L AAEH E. coli C600 —1,5h 后 80% 位 于 胞 
间 质 的 6 一 内 酰胺 酶 (8 一 lactamase) 释 放出 来 ,而 总 的 蛋白 释放 率 仅 为 4% 7。 

(02) 细胞 外 形 保持 完整 ;碎片 少 , 有 利于 后 分 离 。 

(3) ”核酸 释 出 量 少 ,浆液 粘度 低 ,便于 进一步 提取 。 

化 学 渗透 法 也 有 自身 的 缺陷 。 

COD. 时 间 长 ,效率 低 : 一 般 胞 内 物质 释放 率 不 超过 50%% ,而 处 理 时 间 则 长 达 2h 以 上 ,所 
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以 往往 需 添加 还 原 剂 (如 纹 基 乙醇 ,8 一 mercaptoethanol) 作 保护 ,以 防 活性 损失 太 多 ,通常 为 提 
高 收 率 而 采用 较 高 的 试剂 浓度 ,例如 用 6mol/L 盐酸 县 或 smol/L 脲 处 理 E. coli 基因 菌 ,试剂 
用 量 大 ,成 本 高 ,也 给 后 处 理 带 来 不 便 。 

(2) 化 学 试剂 的 毒性 :有 些 化 学 试剂 本 身 就 有 较 强 的 毒性 ,同时 对 产物 也 有 毒害 作用 , 进 
一 步 分 离 时 需要 用 透析 等 方法 除去 这 些 试剂 。 

O 通用 性 差 : 某 种 试剂 只 能 作用 于 某 些 特 定 类 型 的 微生物 细胞 。 

5. 酶 溶 法 | 

酶 溶 法 (Enzymatic lysis ) 就 是 用 生物 酶 将 细胞 壁 和 细胞 膜 消化 溶解 的 方法 。 常 用 的 溶 酶 
有 溶菌 酶 (Lysozyme) .8 — 1,3 WK Hii (glucanase), 8 一 1,6 W R BERE, S HN (protease) , 
甘露 糖 酶 (mannanase)、 糖苷 酶 (glycosidase)、 肽 链 内 切 酶 (endopeptidase )、 过 多 糖 酶 
Cchitinase) 等 ,细胞 壁 溶解 酶 (Zymolyase) 是 几 种 酶 的 复合 物 。 溶 菌 酶 主要 对 细菌 类 有 作用 ,其 
它 酶 对 酵母 作用 显著 。 

自 溶 (Autolysis ) 是 一 种 特殊 的 酶 溶 方式 。 控 制 条 件 (温度 .pH 、 添 加 激活 剂 等 ) 可 以 增强 系 
统 自身 的 溶 酶 活性 ,使 细胞 壁 自发 地 溶解 。 

作用 机 理 ” 溶 酶 同 其 它 酶 一 样 具有 高 度 的 专 一 性 ,蛋白 酶 只 能 水 解 蛋白 质 , 葡 聚 糖 酶 只 对 
葡 聚 糖 起 作用 ,因此 利用 溶 酶 系统 处 理 细胞 必须 根据 细胞 的 结构 和 化 学 组 成 选择 适当 的 酶 ,并 
确定 相应 的 使 用 次 序 。Asenjo 等 人 02%” 对 醇 母 细胞 的 酶 溶 进行 了 深入 的 研究 ,分 析 了 溶解 
机 理 ,建立 了 数学 模型 ,设计 了 反应 器 ,图 5 一 6 中 的 (b) 是 Asenjo 提出 的 酵母 细胞 表面 结构 模 
式 , 细 胞 壁 由 甘露 糖 -蛋白 质 层 (2) 和 葡 聚 糖 层 (4) 组 成 。 加 入 溶 酶 后 ,蛋白 酶 打开 了 (2) 层 上 的 
蛋白 质 -甘露 糖 结构 ,使 二 者 溶解 ,裸露 出 的 (4) 层 受到 葡 聚 糖 酶 攻击 ,最 后 只 剩 下 原生 质 体 ,这 
时 若 缓冲 液 的 渗透 压 变化 , 则 细胞 膜 破裂 , 释 出 胞 内 质 。 

应 用 用 酶 溶 法 剥离 细胞 壁 ,将 原生 质 体 进行 融合 ,这 是 细胞 工程 常用 的 方法 。 除 此 之 外 
的 其 它 应 用 前 景 见 表 5 一 4。 使 用 溶 酶 系统 时 需 注 意 控 制 温度 、pH 、 酶 用 量 及 使 用 次 序 等 。 

存在 的 问题 ”在 溶 酶 系统 中 ,产物 抑制 是 一 个 不 容 忽视 的 问题 ,甘露 糖 对 蛋白 酶 有 抑制 作 
用 , 葡 聚 糖 抑 制 葡 训 糖 酶 。 产物 抑 制 可 能 是 导致 胞 内 物质 释放 率 低 的 一 个 重要 因素 . 目前 酶 溶 
法 仅 限 于 实验 室 规 模 应 用 ,虽然 酶 溶 法 具有 选择 性 释放 产物 、 核 酸 泄 出 量 少 . 细 胞 外 形 完整 等 
优点 ,但 是 这 种 方法 也 存在 明显 的 不 足 :一 是 溶 酶 价格 高 ,限制 了 大 规模 利用 ,车 回收 溶 酶 以 降 
^ 低 成 本 , 则 又 增加 了 分 离 纯化 溶 酶 的 操作 ;二 是 酶 溶 法 通用 性 差 ,不 同 菌 种 需 选 择 不 同 的 酶 ,而 
且 也 不 易 确 定 最 佳 的 溶解 条 件 。 

机 械 法 与 非 机 械 法 的 比较 ”以 高 压 匀 浆 和 珠 磨 为 代表 的 机 械 法 与 以 化 学 渗透 和 酶 溶 为 代 
表 的 非 机 械 法 相 比 各 有 特点 , 表 5-5 对 二 者 进行 了 比较 。 


表 5-4 溶 酶 系统 的 一 些 应 用 潜力 om 


释 出 克隆 的 胞 内 蛋白 ， 
) 制 到 特殊 的 壁 葡 阳 糖 聚合 物 ; 


与 机 械 细 跑 破碎 法 协同 作用 ， 
从 细胞 内 不 同位 置 选择 性 地 释放 产物 。 
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图 5-6 酵母 细胞 的 结构 简 示 图 
G) 内 部 结构 :1 一 细胞 膜 ;2 一 细胞 壁 ;3 一 中 心 体 ; 
4 一 中 心 染色 质 ;5 一 染色 体 ;6 一 核 仁 ;7 一 线粒体 ; 
3 一 核 膜 ;9 一 细胞 质 | 
b) 表层 结构 :1 一 外 表面 ;2 一 甘露 糖 -蛋白 质 层 ; 
3 一 裸露 的 葡 聚 糖 层 表 面 ;4 一 匡 聚 糖 层 ;5 一 细胞 膜 表面 


表 5-5 机 械 破 碎 法 与 非 机 械 法 的 比较 


比较 项 目 MOR 法 非 机 械 法 
mU eT MERHER 
破片 大 小 ROUES 细胞 碎片 较 大 
内 含 物 释放 全 部 Bo 5 
粘度 高 (核酸 多 ) s 低 (核酸 少 ) 
时 间 , 效 率 时 间 短 ,效率 高 时 间 长 ,效率 低 
BO EERE 不 需 专用 设备 
通用 性 强 x 
经 济 成 本 低 成 本 高 
应 用 范围 实验 室 ,工业 范围 ^ 实验 室 范 转 

三 、 细 胞 破碎 技术 研究 的 发 展 方向 


从 前 面 的 介绍 中 不 难看 出 ,不管 是 机 械 法 还 是 非 机 械 法 ,各 种 方法 都 有 自身 的 局 限 性 。 机 
械 法 因 高 效 、 价 廉 . 简 单 而 得 以 工业 化 应 用 ,但 敏感 性 的 物质 失 活 问题 .碎片 去 除 以 及 杂 蛋 白 太 
多 等 问题 仍 有 待 解决 ,因此 细胞 破碎 技术 远 未 完善 。 近 几 年 这 方面 的 论文 仍然 不 少 , 有 的 已 超 
出 了 单一 的 细胞 破碎 领域 ,而 与 上 游 或 下 游 过程 相 联系 。 

1. 多 种 破碎 方法 相 结合 | 

化 学 法 与 酶 法 取决 于 细胞 膜 壁 的 化 学 组 成 ,机 械 法 取决 于 细胞 结构 的 机 械 强度 ,而 化 学 组 
成 又 决定 了 结构 的 机 械 强度 ,组 成 的 变化 必然 影响 到 强度 的 差异 ,这 就 是 化 学 法 或 酶 法 与 机 械 
法 相 结 合 的 原理 。 

. 例 一 :机 械 破 碎 前 预先 用 硫 醇 (thiol) 培 养 酵母 细胞 ,可 以 大 大 提高 胞 内 蛋白 的 收 率 。 原 因 
是 被 硫 醇 激活 的 糖 童 酶 除去 了 细胞 壁 中 的 糖 ,使 壁 强度 减弱 oo 。 

例 二 :用 Zymolyase 预 处 理 面包 酵母 ,然后 高 压 匀 浆 。95MPa 压力 下 匀 浆 4 次 ,总 破碎 率 
接近 100% ,而 单独 采用 高 压 匀 浆 法 ,同样 条 件 下 破碎 率 只 有 32%, 

2. 与 上 游 过 程 相 结合 

在 发 酵 培养 过 程 中 ,培养 基 、 生 长 期 .操作 参数 (如 pH 值 , 温 度 、 通 气量 .稀释 率 ) 等 因素 对 
细胞 破碎 都 有 影响 ,因此 细胞 破碎 与 上 游 培养 有 关 .。 另 一 方面 用 基因 工程 的 方法 对 菌 种 进行 改 
造 也 是 非常 重要 的 ,这 方面 的 工作 包括 以 下 几 方 面 。 | 

O 包含 体 的 形成 。 包 含 体 是 重组 蛋白 在 原 栋 生物 细胞 内 表达 后 形成 的 不 溶性 组 分 , 细 
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胞 破碎 后 包含 体 可 用 密度 梯度 离心 收集 ,再 将 其 变性 溶解 ,透析 除去 变性 剂 , 蛋 白质 折 释 复 性 。 
当然 也 可 用 化 学 渗透 法 处 理 含 有 包含 体 的 宿主 细胞 E. coli), 

(2) 克隆 噬菌体 洲 解 基因 ,在 细胞 内 引进 噬菌体 基因 ,控制 一 定 条 件 (如 温度 ), 细 胞 自 内 
向 外 溶解 ,释放 出 内 含 物 ， 

O D 耐 高 温 产 品 的 基因 表 达 。 在 破碎 和 分 离 过 程 中 ,为 防止 产品 失 活 而 消耗 的 制冷 费 是 
相当 可 观 的 。 如 果 产 品 能 表达 成 耐 高 温 型 , 杂 有 蛋白 仍然 保持 原 特性 ,那么 在 较 高 的 温度 下 就 可 
以 将 产品 与 杂质 分 开 , 这 样 既 节 省 了 冷却 费用 ,又 简化 了 分 离 步 又 。 

3. 与 下 游 过 程 相 结 合 “” 

细胞 破碎 与 固 - 液 分 离 紧 密 相关 ,对 于 可 溶性 产品 来 讲 , 碎 片 必 须 除 净 , 否 则 将 造成 层 析 柱 
和 超 滤 膜 的 诸 塞 ,缩短 设备 的 寿命 。 因此 必须 从 后 分 离 过 程 的 整体 角度 来 看 待 细胞 破碎 操作 ， 
机 械 破 碎 操作 尤其 如 此 。 
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当 分 子 生 物 学 家 成 功 地 将 外 源 基 因 导 入 E. coli 等 宿主 细胞 并 得 到 了 较为 稳定 的 表达 后 ， 
人 们 以 为 生物 高 技术 产品 的 工业 化 已 经 没有 问题 了 。 但 是 不 久 就 发 现 , 将 E.eoli 表达 的 产物 
提取 出 来 还 要 克服 难以 预料 的 困难 ,不 仅 是 因为 大 部 分 产物 不 能 渗透 出 细胞 ,需要 人 工地 进行 
细胞 破碎 来 释放 产物 ,而 且 是 因为 相当 多 的 蛋白 质 产物 (如 v -干扰 素 、 白 细胞 介 素 -2、 人 生长 
激素 等 ) 在 胞 内 凝集 成 没有 活性 的 固体 颗粒 一 一 包含 体 (Inclusion bodies) 。 包含 体 基 本 是 由 蛋 
白质 构成 ,其 中 大 部 分 ( 占 50% 以 上 ) 是 克隆 表达 的 产物 ,这 些 产物 在 一 级 结构 上 是 正确 的 ,但 
在 立体 构 型 上 却 是 错误 的 ,因此 没有 生物 学 活性 。 要 分 离 出 具有 活性 的 蛋白 质 ,一 般 要 经 历 下 
列 步骤: 

破碎 细胞 一 分 离 出 包含 体 一 溶解 包含 体 一 目标 产物 的 构 型 复原 

包含 体形 成 的 原因 比较 复杂 ;到 目前 为 止 还 不 完全 清楚 。Mitriki M King ”认为 包含 体 的 
形成 是 外 源 蛋 白质 在 生成 的 过 程 中 ， 缺少 某 些 协助 因子 或 者 由 于 周围 的 物理 环境 (如 温度 ) 不 
适 , 使 其 难以 连续 进行 次 级 键 的 形成 ,中 间 产 物 相互 凝集 而 积累 成 包含 体 。 

这 些 包含 体 有 时 可 以 在 相差 显微镜 下 观察 到 ,是 深 色 的 点 ,因此 包含 体 有 时 也 称 为 光 折 射 
体 . 图 5 -7 是 大 肠 杆菌 产生 的 一 种 包含 体 的 简 示 ,其 中 两 端 黑 色 的 点 就 是 包含 体 , 它 的 颗粒 尺 
寸 范 围 大 约 在 0. 5— 10m ,比较 坚硬 ,用 高 压 匀 浆 机 破碎 细胞 时 常 造 成 匀 浆 阀 的 磨损 。 一 般 的 
水 溶液 很 难 将 其 溶解 ,只 有 在 变性 剂 洲 液 (如 盐酸 县 . 逐 ) 中 才能 溶解 .在 这 些 溶 液 中 ,溶解 的 蛋 
白质 旦 变性 状态 , 即 所 有 的 氢 键 、 朴 水 键 全 被 破坏 , 蔬 水 侧 链 完全 暴露 ,但 一 级 结构 和 共 价 键 不 
被 破坏 。 因 此 当 除 去 变性 沸 时 ,一 部 分 蛋白 质 可 以 自动 折 生 成 具有 活性 的 正确 构 型 ,这 一 折 壮 
过 程 称 为 蛋白 质 的 复 性 。 

从 细胞 破碎 到 蛋白 质 复 性 可 以 走 不 同 的 工艺 路 线 ， 文献 上 已 有 的 工作 大 致 可 分 为 以 下 几 
fi. 
(1)  WLBLECEE CES ER SK, AERE) BILD TE ERU BL] Ho In AETHERE E EOM 
复 性 
(2) “机械 破 碎 一 膜 分 离 除 可 溶性 蛋白 一 变性 剂 溶解 包含 体 一 除 变性 剂 复 性 
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《3) 化 学 破碎 (加 变性 剂 ) 一 离心 除 细胞 碎片 ~> 除 变性 齐 复 性 


包含 体 


- 图 5-7 大 肠 杆 菌 包含 体 简 示 图 


AMA FER 


路 线 (1) 的 特点 是 利用 了 包含 体 与 细胞 碎片 的 密度 差 ,用 离心 法 将 包含 体 与 细胞 碎片 和 可 
溶性 蛋白 质 分 开 ,获得 了 干净 的 包含 体 , 再 对 包含 体 溶解 复 性 。 这 祥 首 先 就 摆脱 了 大 量 的 杂 有 蛋 
白 , 核 酸 , 热 原 、 内 毒素 等 杂质 ,使 后 面 的 分 离 纯 化 简单 了 。 从 这 个 角度 讲 , 包 含 体 的 形成 对 分 离 
纯化 亦 有 好 处 。 缺 点 是 要 经 过 几 次 离心 才能 除去 大 部 分 细胞 碎片 ,加 工时 间 较 长 。 

路 线 (2) 应 用 了 膜 分 离 技术 ,用 微 孔 膜 除去 可 溶性 蛋白 质 , 但 细胞 碎片 却 和 包含 体 一 起 被 
膜 挡住 ,难以 分 开 ; 而 且 膜 的 堵塞 和 浓 差 极 化 常常 导致 可 溶性 蛋白 质 的 滞留 ,因此 这 条 路 线 的 
问题 较 多 . 膜 分 离 的 优点 是 封闭 式 操作 ,不 污染 环境 也 不 受 环境 污染 ,能 量 消耗 也 比 离心 法 少 。 

路 线 (3) 是 用 化 学 法 破 菌 ,所 采用 的 试剂 既 可 以 破 菌 又 可 以 溶解 包含 体 ,将 两 道 工 序 合 为 
一 道 , 节 省 了 设备 和 时 间 , 比 前 两 者 更 适合 于 实验 室 操 作 。 缺 点 是 所 有 的 可 洲 性 杂质 都 没有 被 
除去 ,混杂 在 产物 中 间 ,给 后 分 离 带 来 困难 。 


1 3 一 缓冲 液 
- m C] 
2 4 A 
L3 一 rr RY gat 
[—]F8 (e) = am 
图 CS [| 5 
EDTA HMR o itEenn, 上 相 
2 2 7 2 FLA . 
LT HN 2 
水 L LA LN LA 
6 
5 z 1 2 5 
滤液 E 缓 羡 液 滤液 


, 图 5=8 包含 体 产物 分 离 工 艺 举 例 
IRE; 2 一 高 心机 ; 3 一 搅拌 混合 铁 ; “4 一 高 压 匀 浆 机 ;5 一 超 滤器 ; 6 一 凝 胶 过 滤 柱 ; 7 一 透析 器 


.图 5 -8 是 牛 生长 激素 (BGH) 的 分 离 提 取 工艺 ,采用 的 是 路 线 (1) 的 方案 ,来 E AREE RE I PT 
体 经 过 离心 除去 培养 滚 后 加 入 缓冲 液 悬 泽 , 通 入 高 压 匀 浆 机 反复 破碎 3 次 . 义 浆 经 过 离心 和 水 
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洗 除 去 细胞 碎片 ,再 添加 溶菌 酶 .EDTA 和 促 溶 剂 以 除去 脂 蛋白 和 未 破碎 的 细胞 。 包 含 体 经 离 
心 沉 演 和 水 洗 后 进行 变性 溶解 ,溶解 剂 为 6mol/L ARI. 溶解 的 同时 通 入 空气 氧化 以 打 断 错 
误 连 接 的 双 硫 键 。 离 心 除去 沉淀 , 含 变性 蛋白 质 的 上 清 液 经 超 滤 浓缩 后 过 凝 胶 柱 除去 杂 蛋 白 ， 
再 加 入 复 性 缓冲 液 进行 透析 复 性 。 复 性 过 程 中 产生 的 絮凝 沉淀 用 离心 除去 。 从 这 个 实例 可 以 
看 出 :包含 体 产物 的 分 离 工 艺 确实 比较 复杂 ,其 中 包括 了 一 系列 的 固 - 液 分 离 过 程 。 

复 性 操作 ”使 蛋白 质 复 性 大 致 有 两 种 方法 ;一 种 是 将 溶液 稀释 ,导致 变性 剂 的 浓度 降低 ， 
和 蛋 日 质 开始 复 性 ,此 法 很 简单 ,只 需 加 入 大 量 的 水 或 缓冲 液 ,缺点 是 增 大 了 加 工 的 液 量 ,降低 了 
蛋白 质 的 浓度 。 例 如 在 6mol/L HRI P RREA 10mg/ml 的 蛋白 质 , 需 稀释 50 倍 才 使 
浓度 降 至 0. 2mg /ml， 

男 一 种 办 法 是 用 透析 、 超 滤 或 电 渗析 除去 变性 剂 ,其 中 透析 法 常 在 实验 宝 中 使 用 ,将 溶液 
对 水 或 缓冲 液 透析 ,变性 剂 透 过 膜 被 除去 ,里 面 的 蛋白 质 开始 复 性 .此 法 不 增加 液体 体积 ,不 降 
低 蛋 白质 浓度 ,但 时 间 较 长 , 易 形 成 蛋白 质 沉 淀 。 超 滤 或 电 渗析 比 透 析 速 度 快 ,但 要 注意 这 两 种 
过 程 都 存在 蛋白 质 的 失 活 问题 。 

有 时 包含 体 中 和 蛋白 质 含 有 两 个 以 上 的 二 硫 键 ， 其 中 有 可 能 发 生 错 误 连 接 ， 在 这 种 情况 下 ， 
需要 在 复原 之 前 用 还 原 剂 打 断 一 S 一 S 一 键 ,使 其 变 成 一 SH , 复 性 后 加 入 氧化 剂 使 两 个 一 SH 形 
成 正确 的 双 硫 键 。 在 图 5 一 8 的 分 离 实 例 中 ,包含 体 中 的 克隆 产物 就 有 错误 的 双 硫 键 , 因 此 要 进 
行 氧化 断 键 操作 。 

常用 的 氧化 剂 有 : 谷 胱 甘 肽 、 空 气 ( 碱 性 条 件 下 )、 半 胱 氮 酸 Cysteimine (Cysteine), 

常用 的 还 原 剂 有 :二 硫 苏 糖 醇 (1 一 50mmol/L )、B 殖 基 乙醇 (0.5~50mmol/L)、 还 原型 谷 
胱 甘 肽 Ci 一 50mmol/L ) 。 . 

蛋白 质 的 复 性 是 十 分 复杂 的 过 程 ,其 中 目标 产物 的 复 性 率 非常 低 ,一 般 不 超过 20%。 原因 
是 当 变性 剂 移 走 后 ,蛋白 质 分 子 可 能 重新 聚合 生成 二 聚 体 .三 聚 体 或 多 聚 体 ,甚至 形成 变性 沉 
淀 物 ,图 5 -9 是 红血球 碳 醒 酶 复 性 中 盐酸 肽 浓度 与 蛋白 质 浓度 对 复 性 的 影响 ,图 中 有 复 性 区 、 
多 聚 体 区 和 架 凝 沉淀 区 。 降 低 盐酸 肽 浓度 或 增加 蛋白 质 浓度 都 易 使 系统 进入 多 形体 区 和 加 癣 
沉淀 区 。 要 减少 复 性 的 损失 ,就 必须 使 操作 处 于 复 性 界限 (Refolding limit) 之 上 。 图 5-9 所 对 
应 的 是 不 含 双 硫 键 的 简单 蛋白 质 。 对 于 克隆 表达 的 -一些 结 构 复杂 的 基因 工程 药物 蛋白 质 , 其 复 
性 过 程 更 为 复杂 , 受 很 多 因素 的 影响 因此 ,研究 复 性 的 机 理 ,合理 地 控制 复 性 过 程 , 对 于 提高 
包含 体 产物 收 率 具 有 重要 作用 。 

近年 来 人 们 正在 探索 几 种 方法 来 提高 蛋白 质 的 复 性 收 率 ， JA C BERG E, 单 克 隆 抗体 协 . 
助 复 性 及 保护 协助 复 性 等 。 
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离心 是 实现 固 液 分 离 的 主要 手段 。 离心 分 离 的 原理 是 利用 固体 和 液体 之 间 的 密度 差 。 一 
般 说 来 ,细胞 细胞 碎片 .蛋白 质 沉淀 物 , 包 含 体 及 病毒 颗粒 的 密度 都 大 于 其 相应 的 环境 液体 ， 
可 以 用 离心 的 方法 使 其 沉降 ,但 沉降 的 难 易 还 取决 于 其 它 几 种 因素 。 著 名 的 斯 托 克 斯 (Stokes) 


公式 表达 了 在 理想 状态 下 ， 国体 颗粒 在 离心 场 中 的 沉降 速度 与 影响 因素 的 关系 。 
4. (ps-pL) ,. i (5—10) 
"180 ^? 
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式 中 粒 沉降 速度 ; 
4d 一 一 颗粒 直径 (假定 为 球形 ); 
ps 一 一 固体 密度 ; 
Pp 一 一 液体 密度 ; 
一 一 角速度 。 (0 ERI mol/L 
图 5~9 红血球 碳 醋 酶 复 性 操作 中 变性 剂 
与 蛋白 质 浓度 对 复 性 的 影响 
从 式 (10) 中 可 看 出 : 


(1) 密度 差 (ps 一 p) 越 大 ,离心 沉降 速度 越 快 ， | 

(2) ”在 密度 差 (ps 一 p) 存 在 下 ,固体 颗粒 尺寸 越 大 , 越 容易 离心 ; 

(3) 液体 粘度 nu 越 大 , 越 不 容易 离心 。 例如 当 溶 液 中 含有 大 量 DNA 时 ,细胞 碎片 就 不 容 
易 沉 降 ; 

“(4) 离心 力 (o2) 的 大 小 对 固 液 分 离 很 有 影响 ,细胞 悬浮 液 或 细胞 匀 浆 中 的 颗粒 尺寸 都 
不 大 ,与 液 相 的 密度 差 也 不 大 ,而 且 液 体 粘度 常常 较 大 ,所 以 要 通过 增 大 离心 力 来 提高 分 离 效 
率 。 由 于 离心 机 半径 + 过 大 会 造成 不 平衡 和 振动 ,一般 高 速 离 ， 心机 都 采用 增加 转速 来 增 大 分 离 
能 力 。 为 衡量 离心 力 的 大 小 ,常用 分 离 因 数 来 描述 : 

式 中 a 是 分 离 因数 ;9 是 重力 加 速度 。 


按 分 离 因数 的 大 小 分 类 ,可 分 为 低速 离心 (a 二 3009) ,高速 离心 (a 一 3000~-50000) 和 超速 
离心 (ec 之 50000) 


(5—11) 


.. Bi5-10 管 式 离心 机 的 结构 简 示 
1 一 生物 悬浮 液 ， 2 一 离心 后 的 清 液 ， 3 一 这 积 
在 转载 上 的 固体 ; 4 一 固体 从 其 浮 液 中 沉积 


生化 分 离 所 用 的 离心 机 大 部 分 是 高 速 离心 机 ,常用 的 有 管 式 离心 机 和 碟 式 离心 机 两 种 ,图 
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5 —10 是 管 式 离心 机 的 简 示 图 。 转 鼓 是 一 个 圆 简 ,直径 不 大 ,但 转速 很 高 ,分 离 因数 可 达 几 万 以 
上 ,适用 于 固体 颗粒 比较 小 ,浓度 较 低 的 场合 。 野 浮 液 从 空心 转轴 的 一 端 进入 。 固 体 在 离心 场 
中 向 转 鼓 沉积 ,上 清 液 从 转轴 的 另 一 端 出 去 。 有 的 转 鼓 的 边缘 有 出 口 , 可 以 连续 排出 含 固体 的 
重 相 , 但 这 样 做 会 损失 大 量 液体 ,而 且 易 堵塞 出 口 ,因此 一 般 并 不 连续 排出 固体 ,固体 是 间歇 清 
洗 掉 的 。 


图 5 一 11 和 碟 式 离心 机 的 结构 简 示 
1— £4) EIREE; 2 一 离心 后 的 清 液 ; 3 一 排放 
的 固体 ， 《一 循环 液 


图 5 一 11 是 碟 式 离心 机 的 简 图 。 机 内 装 有 多 层 碟 片 , 片 间 的 距离 只 有 0. 3mm £h. BF 
液 由 轴 中 心 加 入 ,固体 在 离心 力 的 作用 下 沿 最 下 层 的 通道 积累 在 离心 :机 的 最 大 半径 处 ,离心 机 
间隔 一 段 时 间 打开 半径 处 的 固体 排泄 口 以 排除 固体 ,流体 则 沿 着 碟 片 向 上 侧 流 动 ,从 上 部 的 出 
口 排出 。 其 中 倾斜 的 碟 片 对 固 液 起 着 进一步 分 离 的 作用 当 固 体 颗粒 被 带 进 碟 片 中 时 ,在 离心 
力作 用 下 会 接触 到 上 面 的 碟 片 ,形成 固体 流动 层 沿 碟 片 流下 ,从 而 防止 了 出 口 的 液体 夹带 固 
体 。 这 种 离心 机 还 带 有 回流 装置 。 

碟 式 离心 机 最 大 分 离 因 数 可 达 15000, 得 到 的 固 相 含量 可 达 15% 一 20%%。 若 需 更 大 分 离 因 
数 或 更 高 的 固 含量 , 则 要 使 用 管 式 离心 机 、。 

生化 工业 上 应 用 的 离心 机 的 种 类 很 多 ,如 分 室 式 离 心机 (Chamber bowl centrifuge)、 倾 析 
式 离心 机 (Decanter centrifuge) 、 离 心 过 滤 机 (Filter centrifuge) 等 .相对 比较 起 来 , 碟 式 离心 机 
的 应 用 比较 广泛 。 它 分 离 因数 大 ,流量 较 大 ,可 以 自动 排泄 固体 。 其 后 点 是 不 容易 清洗 ,排放 固 
体 时 损失 一 部 分 液体 ,造价 也 较 高 。 

对 不 同 的 离心 机 ,可 以 根据 要 分 离 的 细胞 悬浮 液 物性 和 离心 机 结构 参数 及 转速 ,计算 其 最 
大 人 允许 的 进 料 量 。 例 如 碟 式 离心 机 的 最 大 人 允许 流量 9 为 : 

Q =v Z (5—12) 


Rb o ERR, o 是 固体 颗粒 的 自然 沉降 速度 ,常常 需要 用 实验 测定 , 亦 可 以 粗略 估算 : 


d*(p,—p.) — 
o= 18i g (5—13) 


os 是 固体 的 密度 ,p 是 液体 的 密度 ,z 是 颗粒 直径 。2 与 碟 式 离 心机 的 结构 有 关 : 
27? — (R1— RI)cotg (0) (5 一 14) 


其 中 2 为 碟 片 数 ;R。 和 R 为 碟 片 的 外 径 和 内 径 ;8 为 碟 片 的 角度 。 
计算 举例 : 
用 碟 式 离心 机 分 离 大 肠 杆菌 悬浮 液 。 敲 心 转速 于 8400r/min ,角速度 o 一 880s ETE 
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Z= 


n — 72,85 Hr fü 0— 38^, ET P148 R,— 0. 036m ,外 径 R, 一 0.081m。 经 测量 ,固体 密度 o — 
1050kg /m? ,液体 密度 p, — 1020kg /m* ,液体 粘度 上 一 0.00102kg/m.s。 大 肠 杆菌 最 小 的 颗粒 尺 
寸 4 为 0.8um, 

根据 式 (5--12)、(5--13) 和 (5 一 14) 计算 ,流量 =0.273m*/b, 即 应 把 流量 控制 在 
0. 273m*/n 以 下 才能 达到 分 离 的 要 求 。 

离心 法 分 离 固 体 和 液体 的 优点 是 技术 容易 掌握 ,分 离 结 果 的 重复 性 好 ,通过 增加 转速 和 延 
长 离心 时 间 , 可 以 使 一 些 比较 难过 滤 的 物质 (如 细胞 碎片 ) 沉 降下 来 ,其 扎 点 是 难以 除 尽 密度 较 
小 的 膜 片 , 若 直接 取 上 清 液 作 为 层 析 柱 进 料 则 易 使 柱 堵 塞 。 

从 中 试 和 生产 的 角度 讲 ,离心 机 的 投资 很 高 ,噪声 较 大 , 易 产 生气 溶胶 污染 环境 。 但 它 的 操 
作 容 易 控 制 , 结 果 的 重复 性 也 比 过 滤 好 。 
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过 渡 是 不力 推动 的 分 部 过 程 , 它 用 一 多 孔 介质 ,根据 流体 各 组 份 的 尺寸 大 小 不 同 来 注 行 第 
分 。 传 统 的 过 油 介 质 如 滤 布 和 金属 丝 网 等 不 适合 用 于 过 滤 微 米 级 大 小 的 细胞 、 细 胞 碎片 和 生物 
大 分 子 。 高 分 子 聚 合 物 膜 的 出 现 使 过 小 在 生物 分 离 领域 获得 了 广泛 的 应 用 。 

目前 有 3 种 膜 过 滤 : 

(D 微 孔 过 滤 ( 简 称 “ 微 滤 汶 “用 于 分 离 固体 颗粒 ,如 细胞 、 细 胞 碎片 .包含 体 及 蛋白 质 沉 
Wy, 

(2) EE 用 于 浓缩 大 分 子 物 质 ,如 和 蛋白质、 核酸、 多 糖 ; 

GO EPE ”用 于 从 小 分 子 如 抗菌 素 、 氨 基 酸 溶液 中 脱 除 水 分 。 

根据 膜 的 公称 孔径 (NPD), 可 将 膜 分 类 为 微 孔 膜 (0.1~ ium) HERCO. 001 一 0. lum) 
和 反 渗 透 膜 (二 0. 0014.m)。 在 实际 应 用 时 , 超 滤 膜 是 以 其 “切割 分 子 量 (MWCO)” 来 衡量 其 孔 
径 大 小 的 。 所 谓 MWCO 指 的 是 该 膜 具有 挡住 90% 或 95% 的 该 分 子 量 标准 试验 物 的 能 力 。 超 
滤 膜 的 常用 规格 有 :1 万 ,10 万 .30 7] MWCO., 微 孔 膜 的 常用 规格 有 :0. 20m, 0. 45km、0. eum。 

微 滤 的 优 缺 点 “” 微 滤 和 离心 一 样 ,都 可 用 于 生物 巧 浮 液 的 分 离 。 和 离心 相 比 , 微 滤 的 优点 
是 可 以 很 容易 做 到 封闭 式 操作 ,不 受 环境 污染 ,也 不 污染 环境 ,所 用 设备 投资 少 ,操作 过 程 安 
全 ,加 工 量 可 大 可 小 ,十 分 方便 .对 于 一 些 由 于 密度 差 小 而 难以 离心 的 固体 ,用 微 滤 可 以 完全 除 - 
去 ,经 过 微 滤 的 液体 可 以 作为 层 析 色谱 柱 进 料 , 而 即使 是 经 过 高 速 离心 的 上 清 液 也 常常 需要 先 
经 过 一 遍 膜 过 滤 才 能 作为 进 料 。 

但 是 微 滤 技 术 却 比 离心 难以 掌握 ,影响 因素 很 多 .实验 室 操 作 时 就 常常 出 现 颗粒 的 泄漏 和 
膜 的 堵塞 等 问题 ,在 生产 中 也 常常 需要 有 经 验 的 工人 去 操作 .因此 ,就 稳定 性 来 说 ,还 是 离心 好 
” 一些。 但 如 能 掌握 好 膜 分 离 技术 ， 膜 的 优越 性 还 是 能 充分 发 挥 的 。 

掌握 好 膜 过 滤 技 术 , 要 注意 以 下 几 点 。 

OD) 选择 好 合适 的 膜 ”生物 悬 溯 液 中 含有 大 量 的 蛋白 质 和 脂 类 ,应 尽量 选择 不 与 它们 发 
生 吸 只 的 膜 。 某 些 聚 碘 类 的 膜 由 于 未 进行 表面 处 理 , 易 与 蛋白 质 发 生 不 可 逆 吸 只 , 导 致 膜 的 污 
染 堵塞 (堵塞 机 理 的 一 种 ) ,造成 过 滤 速 度 低 、 蛋 白质 损失 。 很 多 研究 人 员 选 择 膜 时 愿意 选择 抗 
堵塞 .性 能 好 的 亲 水 膜 。 

膜 的 孔径 是 供 选择 的 一 个 参考 ,但 要 注意 :高 分 子 聚 合 物 膜 的 孔道 大 小 不 勺 , 实 际 上 有 一 
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个 孔径 分 布 , 如 0. 2um 的 膜 很 可 能 存在 着 一 些 之 0. um 的 孔 。 因此} 在 刚刚 开始 过 滤 时 会 有 少 
量 颗 粒 透 过 ,而 且 正 由 于 高 分 子 腊 的 孔道 大 小 不 一 ,交叉 杂乱 ,孔道 的 堵塞 也 容易 发 生 。 根 据 作 
者 的 经 验 , 选 膜 时 尽量 选 小 一 点 孔径 的 ,如 过 滤 尺 十 为 lam 的 细胞 ,可 选 0. 20m 孔径 的 膜 ,而 
不 选 0. 6um 的 。 有 时 用 超 滤 膜 过 滤 菌 丝 体 的 效果 可 能 更 好 一 些 . 当然 ,孔径 过 小 会 导致 流量 下 
降 , 但 一 般 说 来 , 膜 的 堵塞 引起 的 流量 下 降 是 常常 见 到 的 。 

膜 材 料 的 新 发 展 一 一 无 机 陶瓷 膜 ”我 们 面临 的 时 代 是 材料 科学 迅速 发 展 的 时 代 。 有 机 高 
分 子 膜 的 出 现 推动 了 生物 工程 和 其 它 学 科 的 发 展 ,而 今 无 机 陶瓷 膜 的 出 现 又 为 生化 分 离 提供 
了 更 有 潜力 的 工具 。 

从 结构 上 讲 , 膜 是 一 很 薄 的 薄片 .大 部 分 用 于 过 滤 的 “ 膜 " 实 际 上 是 由 多 孔 支 撑 体 和 其 表面 

只 有 几 十 微米 左右 厚 的 膜 层 组 成 的 。 无 机 陶瓷 膜 就 是 在 多 孔 陶 瓷 的 表面 经 过 特殊 处 理 而 形成 

的 孔径 均匀 的 腊 ， 它 和 有 机 高 分 子 膜 相 比 有 如 下 优点 : 

D 孔径 比较 均匀 ,过 滤 效 果 好 ; 

2) 不 与 蛋白 质 和 脂 类 发 生 杂 吸附 , 抗 堵塞 性 能 

3) 耐 蒸 气 灭 菌 ,耐酸 大 和 有 机 溶剂 ,这 是 有 机 膜 望尘莫及 的 ; 

4) ”坚固 耐用 ,使 用 寿命 长 ,适合 于 工业 生产 的 需要 ; 

8) 可 以 反 向 加 压 清 洗 过 滤 中 形成 的 滤 饼 层 。 

无 机 膜 的 缺点 是 造价 比 有 机 膜 高 ， 制 盗 工艺 水 不 完善 , 它 在 生化 分 离 中 的 应 用 尚 有 待 于 研 


究 与 开发 。 
(2) 选择 合适 的 操作 条 件 ”过 滤 的 基本 方程 式 是 达 西 公式 ,可 以 表示 为 ; 
v= AP (5—15) 
UCR, +R m) 


式 中 * 是 过 滤 速 度 ;4P 是 压力 差 ;u 是 滤液 的 粘度 ;R。 是 滤 饼 的 阻力 ;R。 是 过 滤 介 质 ( 膜 ) 的 阻 
力 。 

从 式 中 可 见 ,在 4P 恒定 下 , 滤 饼 厚度 的 增加 (BR。 增加) 会 降低 过 滤 速 度 。 因 此 保持 过 滤 速 
度 不 变 的 一 个 办 法 就 是 设法 阻止 滤 饼 的 生成 ,或 者 维持 滤 饼 的 厚度 不 增加 。 如果 Rs 和 4 不 发 
生变 化 ,那么 过 滤 速 度 就 会 恒定 。 增 加 42 的 作用 常常 有 限 ,原因 是 对 于 可 压缩 的 滤 饼 如 细胞 、 
碎片 ,4P 增加 会 加 大 Reo 


图 5-12 和 尔 循 环 式 切 向 流 膜 过 滤 

1 一 储 缸 ;， 2 一 生物 巧 浮 液 进 料 ; 3—55 
4 一 滤液 ; 5 一 膜 滤 器 ; 6 一 浓缩 液 ; 7— A 
` 门 ; 8 一 循环 的 浓缩 液 
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图 5-13 搅拌 式 切 向 流 膜 过 滤 
”1 一 生物 悬浮 液 ; 2 一 滤液 ; 3 一 膜 滤 器 ;4 一 搅拌 
X, 5 一 膜 


切 向 流 过 滤 切 向 流 过 滤 ( 又 称 错 流 过 滤 、 交 又 流 过 滤 、 十 字 流 过 滤 ,Cross — Fiow 
Filtration ) 是 一 种 维持 恒 压 下 高 过 滤 速 度 的 技术 。 它 的 操作 是 使 悬浮 液 在 过 滤 介 质 表 面 作 切 
向 流动 ,利用 流体 的 剪 切 作用 将 过 让 介质 表面 的 固体 移 走 。 当 移 走 固体 的 速率 与 固体 沉积 的 速 
率 相等 时 ,过 滤 速 度 就 近似 人 恒定。 控制 不 同 的 切 向 流速 度 , 就 可 以 得 到 不 同 的 过 滤 速 度 。 

显然 , 切 向 流 过 滤 的 高 速度 是 通过 外 加 的 能 量 实现 的 。 由 于 生物 产品 加 工 要 求 速 度 快 ,而 
且 其 中 的 固体 所 形成 的 滤 饼 的 比 阻力 又 很 大 ,因此 切 向 流 过 滤 比 传统 的 过 滤 CE UL IST DLE UE TH 
对 应 ,被 称 为 封 头 过 滤 , 即 Dead -End Filtration) 要 优越 。 切 向 流 过 滤 可 以 用 3 种 方式 获得 。 


图 5-14 旋转 式 切 向 流 膜 过 滤 
1 一 生物 悬浮 液 ， 2 一 转子 腔 的 滤液 。 3 一 定子 腔 的 滤液 ; 
4 一 滤液 透 过 转子 和 定子 上 的 膜 ， 5 一 转子 膜 ;6 一 定子 腊 


(a) ”用 泵 打 循环 使 虞 泽 液 流 经 膜 滤器 ,如 图 5 一 12 所 示 , 巧 浮 液 在 快速 流 过 膜 表 面 时 产 

生 的 剪 切 作用 阻止 固体 的 沉积 。 此 法 适合 于 大 规模 生产 ,可 用 几 个 膜 滤器 并 联 或 串联 使 用 . 缺 
点 是 悬浮 液 在 流动 过 程 中 有 压力 损失 ,造成 过 滤 压 降 沿 流 路 变 小 ,能 量 消 耗 较 大 , 流 路 中 国体 
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积累 程度 不 一 。 在 有 些 情 况 下 会 出 现 某 部 分 流 路 被 固体 堵塞 的 现象 , 减 小 过 滤 面 积 。 
(b) 在 膜 的 表面 加 以 搅拌 造成 流动 ,如 图 5 一 13 所 示 。 这 种 方式 只 用 于 实验 室 小 规模 应 
用 ,处 理 的 液 量 较 少 。 它 的 特点 是 灵活 、 操 作 方 便 。 缺点 是 过 小 面积 小 ,前 切 力 不 均 匀 。 
(c) ”使 膜 相对 于 肪 浮 液 运 动 , 如 将 膜 附 于 圆 简 上 高 速 旋转 ,如 图 5 一 14 所 示 。 此 法 不 同 于 
前 两 种 , 它 是 使 膜 运动 ,同时 也 使 流体 运动 ,由 于 环 隙 小 、 内 圆 简 旋转 ,导致 环 阶 中 的 流动 呈 “ 泰 
勒 旋涡 ”Taylor $ vortices), 因 而 产生 强烈 的 剪 切 作用 ,单位 膜 面积 的 过 滤 速 度 很 高 。 其 缺点 
是 难以 放大 ,设备 投资 较 大 。 
目前 几乎 所 有 用 膜 进 行 的 生化 固 - 溢 分 离 都 采用 切 向 流 的 方式 。 图 5 一 15 是 用 (a) 的 方式 
过 滤 某 细菌 发 酵 液 时 ,不 同 切 向 流速 度 对 过 滤 速度 的 影响 。 随 着 流动 速度 的 加 快 ,过 滤 速 度 
(flux) 亦 加 快 。 一 般 认为 ;过滤 速 度 (flrz ) 与 流动 速度 (x) 的 指数 呈正 比 关系 5 LB 
fiero y^? OZ LO 
flux cc u"* GRE) . 
虽然 增加 流速 确实 可 以 提高 过 滤 速 度 , 但 符合 上 面 公式 的 实验 数据 并 不 多 ,而 且 文 献上 的 公式 
大 都 是 经 验 公式 .造成 这 种 情况 的 原因 是 对 切 向 流 过 滤 的 控制 机 理 还 不 十 分 清楚 ,有 的 认为 是 
象 超 滤 那 样 属 表面 浓度 极 化 (Concentration polarization ) 控 制 , 有 的 认为 是 象 传统 过 滤 那 样 属 
于 滤 饼 比 阻力 控制 。 在 生物 悬浮 液 的 切 向 流 过 滤 中 ,增加 压力 所 起 的 作用 是 有 限 的 ,主要 是 大 
部 分 生物 固体 (细胞 ,细胞 碎片 、 蛋 白质 和 核酸 沉淀 ) 都 属于 可 压缩 固体 ,增加 压 降 常常 使 已 形 
成 的 滤 饼 进一步 压缩 ,使 过 滤 阻 力 进 一 步 加 大 。 
切 向 流 过 滤 的 缺点 有 以 下 几 方 面 。 


图 5-15 场 向 流 过 涉 中 流动 速度 
对 过 滤 速 度 的 影响 
1 —0. 08m/s;. O©— 81. 18m/s; 人 一 0. 30m /s ; 
[ ]—9. 50m /s 
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D 它 所 产生 的 剪 切 作用 易 使 看 白质 产 物 失 活 ,流速 越 快 失 活 越 严 重 ,因而 难以 用 提高 前 
切 力 的 方法 来 提高 过 滤 速 度 。 

2) 能 耗 比较 高 ,大 部 分 用 来 使 流体 产生 快速 流动 .如 果 操 作 不 当 , 并 不 比 离心 节省 能 量 。 

3) 它 不 能 避免 膜 的 污染 和 堵塞 。 因 此 当 膜 的 阻力 增 大 时 ,无 法 防止 过 滤 速 度 的 下 降 。 

脉冲 反 洗 式 切 向 流 过 滤 “如果 在 切 向 流 过 滤 中 间歇 地 在 膜 的 背面 加 一 反 压 ,人 迫使 部 分 滤 
液 反 透 过 膜 以 冲 掉 膜 上 的 固体 沉积 和 膜 孔 中 的 堵塞 物 , 接 下 去 的 过 滤 速 度 就 会 很 高 . 图 5 一 16 
就 是 这 种 被 称 为 脉冲 反 洗 式 切 向 流 过 滤 的 一 种 装置 ,细胞 悬浮 液 在 泵 的 循环 下 经 过 膜 滤器 作 
切 向 流 过 滤 。 在 滤液 的 出 口 处 设 有 两 个 电磁 六 , 受 时 间 继 电器 的 控制 。 当 过 滤 进 行 到 一 定时 间 
后 ,滤液 阀 关闭 ,压缩 空气 阔 开启 。 在 反 压 作用 下 ,一 部 分 滤液 反 透 过 膜 进 行 清洗 . 清洗 后 阀门 
切换 ,过 滤 继 续 进行 。 图 5-17 表示 了 反 洗 的 影响 :过 滤 速 度 在 反 洗 (虚线 表示 ) 后 又 恢复 到 较 
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高 的 程度 。 这 种 脉冲 反 洗 对 滤液 输出 的 影响 如 图 5 一 18 所 示 ,如果 没 有 有 反 洗 ,滤液 体积 将 按 虚 
线 的 趋势 增长 ;在 反 洗 作 用 下 ,滤液 的 输出 量 明 显 地 得 到 提高 。 


图 5-16 脉冲 反 洗 式 切 向 流 过 滤 装 置 简 图 
1 一 发 酵 钠 ; 2 一 条 ;3 一 流量 计 ;， 《一 切 向 流 过 滤器 ; 
5 一 微 孔 膜 ， 6 一 压力 计 ; 7 一 浓缩 液 ;8 一 滤液 ; 9 一 反 
洗 槽 ; 14 一 压缩 空气 :11 一 时 间 继 电器 ;，  12— ERR 
13 一 滤液 收集 器 
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图 5-17 脉冲 反 洗 对 切 向 流 过 滤 速 度 的 影响 
绿色 木 霉菌 发 酵 液 ,19C ,细胞 浓度 4. 8kg/m:( 干 重 ), 切 向 
流速 度 0. 12m/s, 反 洗 频 率 ;160s , 切 向 流 过 滤 一 42s 反 洗 


WHERE, m?/ (mi. h) 


图 5-18 脉冲 反 洗 对 滤液 产量 的 影响 
实验 条 件 同 图 5 一 17 


滤液 体积 了 过滤 面积 比 


图 5~19 不 同 反 洗 频率 对 滤液 产量 的 影响 
绿色 木 霉 菌 发 酵 液 ,19C ,细胞 浓度 11. 2kg /m* FE), 
切 向 流速 度 0. 12m/s， 

反 洗 频率 : 〇 一 155s 切 向 流 过 滤 一 3s 反 洗 

(185s CFF--3s RFC); 
L]—52s 切 向 流 过 滤 ~3s 反 洗 
(52s CFF 十 3s RFC) 


滤液 体积 /过 滤 面 积 比 
V x10, m/m! 
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反 洗 的 频率 和 时 间 对 过 滤 的 平均 速度 影响 很 大 。 图 5- 19 中 两 种 不 同 的 频率 和 时 间 导 致 
不 同 的 过 滤 速 度 ， 其 中 脉冲 频率 较 高 的 反 洗 获 得 了 较 高 的 产量 。 由 于 不 同 的 基 浮 液 的 特性 不 
同 ,有 必要 对 反 洗 的 频率 进行 优化 。 

(3) 生化 悬浮 滚 性 质 的 调整 ”对 所 要 分 离 的 物料 进行 适当 的 预 处 理 有 可 能 使 膜 分 离 的 
速度 大 大 加 快 。 常 用 的 方法 有 以 下 3 种 。 

D 调整 pH 值 和 离子 强度 。 生 物 悬 溯 液 中 含有 许多 带电 荷 的 大 分 子 , 易 与 膜 发 生 吸附 。 
通过 调整 pH 值 和 离子 强度 改变 易 吸 附 的 分 子 的 电荷 ,可 以 减少 堵塞 污染 。 细胞 及 其 碎片 在 革 
个 pH 值 下 也 可 能 趋 于 凝 成 大 颗粒 ,有 利于 过 滤 的 进行 ,但 要 注意 pH 值 和 离子 强度 的 改变 
有 时 会 导致 目标 产物 的 失 活 。 

2) ”加 入 总 凝 麟 。 虽 然 化 学 絮凝 齐 有 很 多 种 ,但 能 应 用 到 生化 分 离 . 上 的 还 十 分 有 限 , 主 要 
的 原因 是 大 部 分 絮凝 剂 有 污染 产物 的 可 能 .例如 聚 丙烯 酰胺 是 无 毒 的 ,但 合成 它 所 用 的 单 体 两 
烯 酰胺 却 有 毒 。 如 果 聚 丙烯 酰胺 中 温 有 单 体 , 则 有 可 能 污染 产物 ,造成 事故 。 所 以 寻找 合适 的 
絮凝 剂 也 是 值得 研究 的 课题 。 

英国 学 者 曾 用 硼酸 盐 絮 凝 细胞 碎片 ， 实验 达到 中 试 规模 .本 章 作 者 研究 了 用 来 乙 二 — 
酵母 碎片 ,也 取得 了 较 好 的 结果 。 从 安全 性 上 讲 , 聚 乙 二 醇 要 好 一 些 。 

3) ”加 入 过 滤 助 剂 。 硅 党 土 系列 的 过 滤 助 剂 已 被 大 量 用 于 啤酒 的 过 滤 。 在 分 离 细 胞 匀 浆 
中 的 碎片 时 ,加 入 适量 的 硅 蒙 土 可 以 显著 地 增加 过 滤 速 度 , 但 使 用 硅 藻 土 时 要 注意 下 列 几 个 同 
题 。 

一 是 要 注意 目标 产物 是 否 会 被 硅 藻 土 吸附 。 这 种 吸附 常常 与 pH 值 有 关 。 

二 是 要 注意 合适 的 添加 量 。 添 加 过 少 不 能 起 到 有 效 的 助 滤 ; 添加 过 多 不 仅 是 浪费 ,而且 会 
增 大 固体 含量 ,反而 会 使 过 泪 速 度 下 降 。 

三 是 要 注意 硅 肾 土 的 型 号 .。 对 于 细胞 碎片 要 选择 颗粒 较 细 的 硅 薄 土 , 过 滤 效 果 好 。 因为 硅 
藻 土 过 滤 的 机 理 是 改善 滤 饼 的 结构 ,支撑 出 较 多 的 孔道 ,但 它 的 粒度 必须 与 固体 的 斥 寸 相 适应 
才 有 好 的 结合 效果 。 

最 后 一 点 是 硅 藻 土 的 排放 。 在 美国 等 发 达 国家 ,用 过 的 硅 藻 土 的 排放 很 受 限制 ,所 以 他 们 
尽量 避免 使 用 它 。 
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生化 固 液 分 离 中 最 困难 的 操作 常常 是 从 细胞 破碎 后 的 匀 浆 中 移 走 细胞 碎片 。 这 些 碎 生 下 
寸 分 布 很 广 (大 部 分 为 0.2~lpm,0. 2um 以 下 的 也 很 多 ), 有 细胞 壁 碎 片 、 膜 碎片 ,还 有 完整 的 
细胞 器 .未 破碎 的 细胞 等 。 用 离心 机 分 离 常常 要 在 几 万 转 下 运行 几 十 分 钟 以 上 ,还 不 容易 除 控 
某 些 絮 状 小 碎片 ;用 膜 分 离 不 仅 速度 慢 , 还 易 出 现 膜 污染 和 蛋白 质 滞留 。 

萃取 是 化 学 工程 中 常用 的 单元 操作 ,常用 的 组 份 是 水 相 和 有 机 相 , 利 用 被 提取 物 在 两 相 中 
的 分 配 不 同 而 实现 分 离 的 目的 。 但 对 于 生物 大 分 子 ( 如 蛋白 质 和 酶 ) ,加 入 有 机 相 会 使 其 失 活 。 
É 80 年 代 开 始 ,用 双 水 相 法 蔡 取 和 蛋白质 受 到 重视 。 其 操作 是 向 水 相 中 加 入 溶 入 水 的 高 分 子 化 
合 物 ,如 PEG ( 襄 乙 二 醇 ) 或 葡 聚 糖 ,可 以 形成 密度 不 同 的 两 相 ( 有 时 甚至 是 多 相 ) : 轻 相 富 含 某 
一 种 高 分 子 化 合 物 ; 重 相 富 含 盐 类 或 另 一 种 高 分 子 化 合 物 。 因 两 相 均 含 有 较 多 的 水 ,所 以 称 之 

84 i 


为 双 水 相 。 常 用 的 双 水 相 系统 为 PEG/ 葡 聚 糖 和 PEG/ 无 机 盐 两 种 。 由 于 葡 聚 糖 价格 较 贵 ,所 
以 PEG/ 无 机 盐 系 统 应 用 的 更 为 广泛。 

不 同 的 蛋白 质 在 双 水 相 中 的 分 配 规律 是 不 同 的 。 文 献上 曾 有 很 多 研究 试图 用 这 一 特性 达 
到 纯化 某 种 蛋白 质 的 目的 ,但 与 色谱 分 离 相 比 , 双 水 相 蔡 取 所 能 达到 的 纯度 还 相差 较 远 。 但 是 
它 在 另 一 种 分 离 过 程 一 一 分 离 细 胞 碎片 和 胞 内 蛋白 质 中 却 显示 了 具有 取代 高 速 离心 和 膜 分 离 
的 潜力 。 

双 水 相 法 分 离 细胞 碎片 和 蛋白 质 的 流程 如 图 5 一 20 所 示 。 细 胞 悬浮 液 经 过 破碎 机 后 ,与 
PEG 和 无 机 盐 在 茶 取 器 中 混合 ,随后 混合 物 通 入 离心 机 分 相 。 上 相 (PEG 富 集 相 ) 含 有 目标 蛋 
白质 ( 亦 可 能 含有 较 多 杂 蛋 白 ) ,下 相 含有 细胞 碎片 .核酸 ,多糖 等 ,通过 选择 合适 的 芋 取 组 成 和 
条 件 ,不仅 可 以 除去 近 200% 的 细胞 碎片 ,还 可 能 使 部 分 杂 蛋 白 也 分 配 在 下 相 , 从 而 达到 部 分 
纯化 的 目的 。 因 此 , 双 水 相 蔡 取 法 清除 碎片 比 一 般 的 离心 和 过 滤 法 要 优越 。 

但 是 选择 合适 的 双 水 相 组 成 却 不 是 一 件 容易 的 事 , 需 要 通过 大 量 的 实验 来 确定 ,首先 要 解 
决 在 什么 条 件 下 能 将 细胞 碎片 只 分 配 在 一 相 中 。 图 5 一 21 表明 了 酵母 细胞 碎片 在 PEG4000/ 
硫酸 馆 双 水 相 体系 中 的 分 配 规律 ; 当 系 统 中 只 有 PEG、 没 有 硫酸 铵 时 ,系统 不 形成 双 水 相 ; 当 
盐 浓度 增加 到 一 定量 后 双 水 相形 成 。 细 胞 碎片 最 初 分 配 在 下 相 , 随 着 盐 浓度 的 增加 ,碎片 逐渐 
向 上 移动 ,先进 入 两 相 之 间 , 最 后 完全 进入 上 相 。 


5-20 双 水 相 分 离 细 胞 碎片 和 蛋白 质 的 一 般 流程 
1 一 细胞 亚 浮 液 ; 2 一 细胞 破碎 机 ; 3 一 葵 取 器 ;4 一 聚 乙 二 醉 ; 
5 一 无 机 盐 ; 6 一 离心 机 ; ?一 含 目标 产物 的 上 清 液 ， 8 一 含 细胞 碎片 的 下 相 


由 上 可 见 , 通 过 合理 调整 双 水 相 组 成 ,可 以 把 碎片 分 配 在 下 相 , 也 可 以 分 配 在 上 相 。 从 实用 
的 角度 讲 , 碎 片 分 配 在 下 相 的 好 处 多 ,理由 是 : 

D 核酸 等 大 部 分 杂质 一 般 处 于 下 相 , 可 以 同时 除去 ; 

2) 下 相 是 无 机 盐 富 集 相 ,作为 废弃 物 扔 掉 , 费 用 相应 低 一 些 ; 

3) 将 蛋白 质 产物 分 配 在 上 相 有 利于 保持 其 活性 (PEG 保护 作用 ), 而 下 相 的 高 盐 浓度 会 
造成 产物 失 活 或 沉淀 ; 

4) 碎片 在 下 相 有 利于 用 连续 式 离心 机 分 离 , 若 在 上 相 容 易 堵 塞 离心 机 出 口 。 

实际 上 最 困难 的 不 是 如 何 将 碎片 分 配 在 下 相 , 例 如 用 18%PEG1540 和 7% 磷酸 盐 处 理 
20% 的 细胞 匀 浆 液 (E. coli,yeast 等 都 可 以 使 碎片 分 配 在 下 相 ; 最 困难 的 是 如 何在 保证 碎片 
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分 配 在 下 相 的 同时 ,把 蛋白 质 产 物 尽 可 能 完全 地 分 配 在 上 相 。 
目标 蛋白 质 在 上 相 的 收 率 ( 了 7) 可 以 用 下 式 表示 ， 
RK 


— 0 — 
Y EKI 100% (5—16) 


其 中 是 上 下 相 的 液 相 体积 之 比 ,简称 相 比 ;K 是 目标 蛋白 在 上 相 中 的 分 配 系数 ,等 于 该 
蛋白 的 上 相 浓 度 和 下 相 浓 度 之 比 。 从 (5 一 16) 式 看 ,要 增 大 收 率 ,必须 增 大 RK 。 为 此 要 综合 考 
虑 以 下 几 个 因素 的 影响 。 

(D PRG 浓度 A PEG 浓度 会 使 相 比 R 增加 ,上 下 相 热 力学 特性 的 差异 更 大 ,不 同 
物质 的 分 配 系数 之 间 的 差别 也 会 增 大 ,细胞 的 一 些 固 体 组 份 如 细胞 器 和 膜 片 会 趋向 于 分 配 在 
两 相 之 间 的 界面 上 。 系统 的 粘度 也 会 增 大 。， 

(2) PEG 的 分 子 量 增 大 PEG 的 分 子 量 一 般 会 降低 蛋白 质 的 分 配 系数 ,同时 会 使 细胞 
碎片 更 趋向 于 分 配 在 下 相 。 增 加 PEG 分 子 量 对 于 不 同 蛋 白质 的 作用 不 同 。 对 于 分 子 量 大 的 蛋 
白质 ,PEG 分 子 量 的 增加 对 其 分 配 系数 的 影响 比 对 分 子 量 小 的 蛋白 质 的 影响 更 大 。 增 大 PEG 
的 分 子 量 对 细胞 碎片 的 影响 也 比 对 蛋白 质 大 .因此 可 以 通过 增 大 PEG 分 子 量 的 方法 来 分 离 碎 
片 和 和 蛋白质, 以 及 分 离 不 同 分 子 量 的 蛋白 质 。 


(NH4:SO, , 94 0 5 8 
PEG4000.% 10 10 10 . 10 10 10 10 


5-21 细胞 碎片 在 双 水 相 中 的 分 配 规律 
5% 了 酿酒 酵母 匀 浆 (水 平 搅拌 式 珠 磨 机 破碎 ) 


(3) 盐 和 ?pH 值 盐 浓度 的 提高 会 使 下 相 体积 增 大 , 减 小 上 下 相 的 相 比 ,同时 会 使 细胞 
碎片 有 向 上 相 分 布 的 趋势 。 盐 的 种 类 对 蛋白 质 的 分 配 系数 有 显著 影响 。 对 于 带 负电 荷 的 蛋 日 
质 , 其 分 配 系数 因 阳 离子 的 存在 而 按 下 列 顺序 降低 :Li7<NH+<Nat<Cs' CK ;阴离子 按 
下 列 顺序 降低 其 分 配 系数 :F-<cl1-<Br <I- 。 而 二 价 阴离子 HPO 江 .SO 和 和 二 价 柠檬 酸根 
离子 会 增 大 其 分 配 系数 。 对 于 带 正 电荷 的 蛋白 质 ,其 情况 正好 与 上 面相 反 。 因 此 ,要 使 带 负 电 
荷 的 蛋白 质 的 分 配 系数 增加 ,应 使 用 Li 和 HPOo 和 ,或 SO 等 。 

双 水 相 蔡 取 技 术 目 前 还 不 很 成 熟 , 虽 然 已 进行 了 一 些 研究 工作 ,但 还 未 见 到 有 工业 应 用 的 


报道 。 
双 水 相 萃取 与 细胞 破碎 的 结合 ”作者 在 研究 双 水 相 清除 细胞 碎片 的 过 程 中 ,发 展 了 一 种 
将 细胞 破碎 与 双 水 相 葵 取 相 结合 的 技术 ,以 高 速 珠 磨 机 为 设备 ,将 细胞 破碎 和 双 水 相 萃取 同时 
在 珠 磨 机 内 进行 。 整 个 操作 如 图 5 —22 所 示 。 在 细胞 悬浮 滚 中 加 入 PEG 和 无 机 盐 后 通 入 高 速 
珠 磨 机 进行 破碎 。 由 于 珠 磨 机 内 有 良好 的 混合 条 件 ,PEG 无 机 盐 和 水 得 到 充分 混合 ,形成 均匀 
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的 双 水 相 分 散 体系 。 细胞 破碎 释放 出 的 产物 很 快 被 蔡 取 到 PEG. 富 集 相 。 经 过 珠 磨 机 加 工 的 义 
浆 直接 用 离心 机 分 相 , 细 胞 碎片 分 配 在 下 相 , 胞 内 产物 分 配 在 上 相 。 这 种 方法 不 仅 节 省 了 茶 取 
设备 和 时 间 , 而 且 由 于 双 水 相对 很 多 蛋白 质 具 有 保持 活性 的 特点 ,可 以 避免 胞 内 产物 的 损失 。 


图 5-22 ”细胞 破碎 和 双 水 相 蔡 有 取 同 时 进行 
1 一 细胞 芸 浮 液 ， ?一 聚 乙 二 醇 ; 3 一 无 机 盐 茜 取 器 ;4 一 细胞 破碎 机 
5 一 离心 机 ; 6 一 含 目标 产物 的 上 清 液 ; 7 一 含 细胞 碎片 的 下 相 


第 七 节 和 避 开 固 液 分 离 的 探索 "~ 


生物 工程 下 游 加 工 中 的 固 流 分 离 是 麻烦 较 多 的 操作 . 自 下 游 加 工 技术 受到 重视 以 来 , 吉 锡 


， 固 液 分 离 操作 、 而 从 悬浮 液 中 直接 吸附 产物 一 EOSSERCS TRA IST 


直接 吸附 产物 的 好 处 在 于 : 

(1) 直接 吸附 有 可 能 回收 液 相 中 的 全 部 产物 ,而 固 液 分 离 常常 不 可 避免 地 损失 一 部 分 液 
体 ,难以 回收 其 中 的 产物 ,而 且 有 时 固体 还 可 能 吸附 走 一 部 分 产物 ; 

(2) 直接 吸附 缩短 了 加 工时 间 , 减 少 了 产物 受 污染 和 降解 的 机 会 ,有 可 能 提高 产量 ; 

(3) 直接 吸附 可 以 同时 除去 大 量 的 液 相 杂质 ,使 产物 很 快 得 到 纯化 。. 

尽管 直接 吸附 有 上 述 好 处 ,但 遇 到 的 问题 也 不 少 ,因为 目前 还 在 研究 之 中 。 

一 、 流 化 床 直接 吸附 法 

将 悬浮 液 从 装 有 固体 吸附 剂 的 吸附 柱 下 口 通 入 ,在 柱 内 作 自 下 而 上 的 流动 。 在 一 定 流速 
下 ,吸附 剂 床 层 松 动 ,出 现 流 态 化 ,颗粒 之 间 的 距离 加 大 ,允许 最 浮 液 中 的 固体 通过 , 液 相 中 的 
产物 被 吸附 。 待 吸附 结束 后 ,再 以 流 态 化 的 方式 清洗 掉 滞留 在 床 层 中 的 固体 , 最 后 可 以 在 上 面 
加 入 洗 脱 剂 以 固定 床 的 方式 进行 洗 脱 。 . 

此 法 的 难点 在 于 选择 合适 的 吸附 剂 。 琼 脂 糖 凝 胶 的 密度 小 ,显然 不 适合 这 种 应 用 ;硅胶 密 
度 大 一 些 , 但 很 难 制 出 大 小 完全 一 致 的 颗粒 ,因此 很 难 控 制 流 态 化 。 

二 、 膜 直接 吸附 法 

微 孔 膜 是 固 液 分 离 的 介质 。 在 微 孔 膜 过 滤 生 物 悬 浮 液 时 ,固体 颗粒 被 沾 留 在 膜 的 一 面 ,可 
溶性 大 分 子 ( 如 和 蛋白质 、 核 酸 、 多 糖 等 ) 能 够 透 过 膜 上 的 微 孔 ,成 为 滤液 的 组 份 . 如 果 将 膜 进行 处 . 
理 , 使 之 带 有 离子 交换 和 亲 和 配 基 等 吸附 基 团 ,那么 当 产 物 分 子 经 过 膜 的 孔道 时 ,就 会 被 那里 
的 配 基 吸附 住 ,滤液 中 就 没有 该 产物 .经 过 洗 膜 之 后 ,加 入 特异 性 洗 脱 剂 ,就 可 以 将 膜 上 吸附 的 
产物 洗 脱 下 来 .这 样 一 步 膜 分 离 的 效果 相当 于 过 让 .浓缩 和 吸附 三 个 操作 ,简化 了 工艺 ,提高 了 
分 离 速度 .这 种 具有 吸附 功能 的 膜 目 前 还 处 于 研究 之 中 ,将 它 用 于 直接 吸附 蛋白 质 产物 还 有 膜 
的 污染 堵塞 , 配 基 容量 低 等 问题 。 
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第 六 章 ” 膜 分 离 技术 在 生物 工程 中 的 应 用 
| x| & 9 
(中 国 科学 院 生态 环境 研究 中 心 ,北京 ,100085) 
第 一 节 概 xt 


膜 分 离 技术 是 用 半 透 膜 作 为 选择 障碍 层 , 允许 某 些 组 份 透 过 而 保留 混合 物 中 其 它 组 份 ,从 
而 达到 分 离 目的 的 技术 。 它 具有 设备 简单 操作 方便 、 无 相 变 ,无 化 学 变化 ,处 理 效率 高 和 省 能 
等 优点 ,已 作为 一 种 单元 操作 日 益 受 到 人 们 极 大 重视 。 在 其 发 展 过 程 中 ,19660 年 Loeb 和 
Sourirajan 制备 出 第 一 张 具有 高 透水 性 和 高 脱盐 率 的 不 对 称 反 渗透 膜 是 膜 分 离 技 术 发 展 的 一 
个 里 程 碑 ,使 反 渗透 技术 大 规模 用 于 水 脱盐 成 为 现实 。 自 那 以 后 ,不 仅 在 膜 材 料 范围 上 有 了 极 
大 扩展 ,而 且 在 制 膜 技术 .组 件 结构 及 设备 研制 方面 也 取得 了 重大 进展 。 这 些 进 展 又 大 大 促进 
了 微 痉 和 超 滤 技 术 发 展 , 使 整个 膜 分 离 技术 迅速 向 工业 化 应 用 迈进 。 目 前 , 膜 分 离 技术 已 在 电 
子 工 业 、 食 品 工 业 、 医 药 工业 \ 环 境 保护 和 生物 工程 等 领域 中 得 到 广泛 的 应 用 。 

在 生物 工程 中 ,发 酵 液 是 含有 生物 体 、 可 溶性 大 分 子 和 电解 质 等 的 复杂 混合 物 , 其 主要 组 
成 及 其 尺寸 大 小 列 于 表 6-17, 


表 6-1 发 酵 液 中 可 能 存在 的 主要 成 份 


组 n 分 子 量 , 道 尔 顿 尺寸 大 小 ,am 
酵母 和 真菌 103—101 
细 菌 、 300— 10* 
胶 体 100—103 
病 毒 30 一 300 
S 白质 101—10* 2~10 
多 糖 104~105 2~10 
B 104—10* 2-410 
Ti 体 300—10* 0. 6-1. 2 
单 . 糖 200 一 400 0. 8 一 1.0 
有 机 NM 100~500 , 0. 4 一 0.8 
无 机 离子 10—100 0. 2—0. 4 


显然 ,从 发 酵 液 中 分 离 提取 出 纯 的 有 用 成 份 (如 酶 、 多 糖 或 其 它 蛋 白质 等 ,必须 采用 多 种 
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RAFE., 图 6 — 1 是 按 分 离 的 粒子 或 分 子 大 小 分 类 的 各 种 分 离 过 程 …. 由 图 可 知 ,5 种 主要 的 
膜 分 离 过 程 覆盖 了 一 个 相当 宽 的 粒子 大 小 范围 。 通 常 沉淀 .过 滤 .离心 . 超 离心 用 于 发 酵 液 菌 
体 分 离 ,前 二 者 存在 澄清 不 彻底 、 劳 动量 大 .时 间 宛 长 等 缺点 ;后 二 者 又 有 投资 运行 费用 高 、 操 
作 与 维修 困难 等 问题 。 在 分 离 浓缩 步 又 中 ,可 用 离子 交换 、 燕 发 .色谱 等 手段 ,但 又 础 到 处 理 量 
大 .有 些 物 质 对 热 与 化 学 环境 敏感 等 问题 , 膜 分 离 技 术 由 于 具有 如 下 优点 而 使 其 能 在 生物 产品 
分 离 . 提 取 与 纯化 过 程 中 发 挥 作用 。 


BL 


L 
液体 旋风 分 离 


nm 0.1 1 10 10° 10° 10* 10 10* 
pm  10™ 107° 107? 107 1 10 107 10° 


| 离子 h 大 分 子 ”_|_ 微粒 子 | 组 粒子 | ENT 
范围 范围 范围 范围 范围 


图 6-1 各 种 分 离 方法 分 离 的 粒子 大 小 范围 


O 处 理 效率 高 ,设备 易于 放大 。 

(2) 可 在 室温 或 低温 下 操作 ,适宜 于 热 敏感 物质 的 分 离 浓缩 。 

(3) 化 学 强度 与 机 械 损害 最 小 ,减少 失 活 。 

(4) 无 相 转变 ,省 能 。 

(5) ”有 相当 好 的 选择 性 ,可 在 分 离 .浓缩 的 同时 达到 部 分 纯化 之 目的 。 

(6) 选择 合适 的 膜 与 操作 参数 , 可 得 到 较 高 回收 率 。 

(7) 系统 可 密闭 循环 ,防止 外 来 污染 。 c | 

(8) 不 外 加 化 学 物 , 透 过 液 ( 酸 、 碱 或 盐 溶液 ) 可 循环 使 用 ,降低 了 成 本 ,并 减少 对 环境 的 
污染 。 l 


第 二 节 ” 几 种 膜 分 离 过 程 的 定义 与 分 离 原理 


用 于 生物 工程 处 理 的 主要 几 种 膜 过 程 特性 列 于 表 6 2, 它们 的 驱动 力 .分 离 粒 子 范围 和 
应 用 对 象 有 所 不 同 。 反 渗透 、 超 小 和 微 滤 3 个 压力 驱动 膜 过 程 可 分 离 的 粒子 大 小 示例 于 图 
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表 6-2 用 于 生物 工程 后 处 理 的 几 种 主要 膜 过 程 “” 


过 程 E. 驱动 力 应 用 对 象 示 A 
微 滤 HAARR E 5 消毒 .澄清 、 细 胞 收集 培养 基 液 除 菌 体 ,产品 消毒 ,细胞 收集 
(0. 05~10um)} 0. 1 一 0. 5M Pa 
不 对 称 微 孔 膜 E 力 . 酶 及 蛋白 质 的 分 离 AA, RAAE , it 
ud (1 一 20nm) 0. 2~1MPa AA TWRAR 浆 分 离 , 膜 反 应 器 ,脱盐 ,去 热源 
带 皮层 的 E d | 
反 渗 透 不 对 称 膜 1—10MPa 小 分 子 溶质 浓缩 。 ” 低 浓 度 乙醇 浓缩 , 糖 及 氨基 酸 的 浓缩 等 
对 称 的 或 小 分 子 有 机 物 
X 析 ARE | 浓度 梯度 和 无 机 物 离子 脱 除 小 分 子 有 机 物 或 无 机 物 离子 
mie yr 离子 交换 膜 电位 差 离子 和 蛋白 分 离 ”脱盐 ,氨基酸 分 离 等 


图 6-2 fu. HE bob EA REEL n 


100000 
100004 ， 
10004 i 、 


利用 饰 分 原理 ,分 离 、 截 留 直径 为 0.02am 到 10m 大 小 的 粒子 的 膜 分 离 技术 , 即 微 滤 膜 
的 孔径 为 0. 02um 到 10um( 图 6 一 3)。 

2. E 

超 滤 的 分 离 原理 也 可 基本 理解 为 筛 分 原理 ,但 有 些 情况 下 受到 粒子 荷 电 性 与 荷 电 胶 相互 
作用 影响 。 它 可 分 离 分 子 量 从 300 到 1 000 000 道 尔 顿 的 可 溶性 大 分 子 物质 ,对 应 孔径 为 1 一 
20nm (0. 001um 到 0. 020m) (I 6-3, Æ 6— D. | 


0. 0001um 0. 001pm 0. 1um 10pm’ 
l 图 6-3 基于 分 离 粒子 大 小 的 3 个 压力 


— REPRE | 一 Hi — | Mit — 驱动 膜 过 程 的 定义 


0. 1nm lnm 100nm 10000nm 


图 6-4 几 种 压力 驱动 膜 分 离 过 程 示意 图 
O: WAT: 0:X77:;: 十 :小 分 子 ; eK 
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3. 反 渗 透 

在 高 于 溶液 渗透 压 的 压力 作用 下 ,只 有 溶液 中 的 水 透 过 膜 , 而 所 有 的 溶液 中 的 大 分 子 、 小 
分 子 有 机 物 及 无 机 盐 全 被 截留 住 。 理 想 的 反 渗 透 膜 应 被 认为 是 无 孔 的 , 它 分 离 的 基本 原理 是 溶 . 
解 扩散 5 也 有 毛细 和 孔 流 学 说 )。“ 膜 孔径 ?为 0. 1 一 Inm( 图 6-3、 图 6-4)。 

4. 透析 

它 基 于 分 子 大 小 、 分 子 构象 与 电荷 ,以 浓度 梯度 为 驱动 力 ,通过 水 与 小 分 子 物质 扩散 达到 
分 离 浓缩 的 目的 。 透 析 膜 具有 反 渗 透 膜 无 孔 和 超 滤 膜 极 细 孔 特性 ,根据 所 用 膜 孔 径 不 同 ,可 分 
离 浓 缩 大 分 子 而 去 除 中 等 分 子 、 小 分 子 有 机 物 及 无 机 盐 。 缺 点 是 速度 慢 , 处 理 量 小 。 

5. 电 渗 析 

它 是 通过 在 电位 差 下 用 荷 电 膜 从 水 溶液 中 分 离 离子 的 过 程 ,其 原理 如 图 6-5。 阴 、 阳 离子 
交换 膜 被 交 蔡 排列 在 正 、 负 极 之 间 形 成 许多 独立 的 小 单元 。 当 含 离子 溶液 在 电场 下 通过 这 些 单 
元 时 ,有 些 单 元 里 的 正 、 负 离子 可 透 过 正 .负离子 交换 膜 进 入 另 一 些 单元 而 变 成 脱盐 水 , 另 一 些 
单元 中 正 、 负 离子 因 电场 作用 和 膜 电 荷 排斥 作用 而 留 在 单元 里 ,加 上 过 来 的 离子 生成 浓 盐 水 ， 

还 有 一 些 其 它 可 在 生物 工程 中 发 挥 作用 的 膜 分 离 技术 ,请 参阅 参考 文献 [3]。 

Bo: 


Y es 
A C Au 阳极 
Mi TEO y ES i 
TL gi 图 6-5 电 渗析 原理 示意 图 


第 三 节 ” 膜 结 构 及 其 分 离 特 性 


一 、 微 滤 膜 ， 

按 孔 结构 来 分 类 , 微 滤 膜 可 分 为 毛细 孔 膜 ( 左 7 和 弯曲 孔 膜 ( 右 ) 两 类 (图 6 一 6)” ,它们 是 因 
制备 方法 不 同 而 形成 的 。 弯曲 孔 膜 又 可 分 为 A、B 两 种 :A 用 拉 伸 方法 制备 ,B 为 相 转换 方法 生 
产 。 由 图 可 知 ,毛细 和 孔 膜 孔径 分 布 均匀 ,但 孔隙 率 ( 更 确切 地 说 是 孔 密 度 ) 较 低 ,透水 量 较 小 ;而 
弯曲 孔 膜 孔隙 率 高 ,但 孔径 分 布 很 宽 , 因 而 透水 率 较 毛 细 孔 膜 高 得 多 。 值 得 指出 的 是 这 两 种 膜 
在 过 滤 特 性 上 有 很 大 区 别 。 表 6-3 列 出 了 纤维 素 膜 (弯曲 孔 膜 ) 和 核 孔 膜 (毛细 孔 膜 :过滤 金 胶 
体 粒 子 截留 情况 。 结 果 表 明 , 虽 然 弯曲 孔 膜 孔径 比 胶 粒 直径 大 得 多 ,但 仍 显示 很 高 的 截留 能 力 ; 
而 毛细 和 孔 膜 则 截留 率 很 低 , 这 是 由 于 弯曲 孔 膜 具 有 大 得 多 的 厚度 和 可 吸附 的 内 表面 所 致 ,因此 
在 分 离 粒子 时 ,用 毛细 孔 膜 最 好 ,而 在 以 除去 粒子 为 目的 的 应 用 中 ,选择 弯曲 孔 膜 最 为 合适 。 另 
外 ,毛细 孔 膜 过 滤 时 ,粒子 积聚 在 膜 表 面 ( 属 表面 筛 滤 ), 所 以 可 用 反 冲 有 效 地 洗 去 沉积 物 ,恢复 
透水 率 。 而 弯曲 孔 腊 过滤 ,粒子 被 吸附 或 截留 在 膜 的 深层 (具有 深层 过 滤 作 用 ) ,难以 用 冲洗 方 
法 洗 出 ,因此 膜 一 旦 被 污染 ,透水 率 回复 率 很 低 , 近 年 来 ,在 发 展 不 对 称 微 滤 膜 方面 取得 了 重大 
进展 , 它 可 基本 消除 内 和 孔 污 染 , 因 而 透水 量 衰减 慢 , 具 有 广泛 应 用 前 景 。 
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表 6-3 纤维 素 膜 和 核 孔 膜 过 滤 金 溶胶 粒子 结果 比较 


截留 率 , % 胶体 粒 径 ,um 
m 005 0. 005 
0. 1 um TL RE | 1.2 0.2 
0.1 um FERE 92.0 8.2 
0. 4 um TL RE 1.3 0.2 
0. 45 um 纤维 素 膜 46. 9 12.7 
1.0 um 核 孔 膜 MENU, 0.3 
1.2 um £F 46. 5 26.7 
3.0 um 核 孔 膜 0.4 0.2 
5.0 um 纤维 素 膜 59.3 17.9 


图 6-6 毛细 孔 与 弯曲 孔 微 滤 膜 结构 照片 


微 滤 膜 按 材料 可 分 为 合成 聚合 物 微 滤 膜 和 无 机 微 涉 膜 。 国外 生产 孔径 0. 1 120m fU 
的 一 些 厂家 列 于 表 6 - 4。 


表 6-4 各 种 微 滤 膜 的 性 质 


聚合 物 ge 类 型 和 孔径， hm 透水 率 @ 备 注 
酷 酸 纤维 索 酯 Gelman; GA metricel 0.2 300 Bine 
| 5.0 4000 
混合 纤维 素 酯 Domnick Hunter ASYPOR 0.2 ' 300 不 对 称 
Millipore VS ' 0. 025 20 高 温 消 毒 
Millipore SC 8.0 10000 
再 生 纤 维 素 Sartorius RC 0. 2 300 蒸汽 消毒 
0.8 3000 ` 
X 砚 Gelman HT 一 Tuffryn 0.1 、 60 Aum 
0. 65 i 1200 
ARER A Gelman Versapor 0.2 300 x # 
i0 20000 X 水 
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GER) 


聚合 物 E 类 型 孔径， pm 透水 率 ? 备注 
RR LIS Millipore BO 0.6 500 可 卷曲 ,高 温 消毒 
. Millipore BS 2.0 3500 不 可 消毒 
聚 碳酸 酯 Nuclepore ` 0. 05 3 
0.2 250 
12 20000 
尼 龙 Pali Ultipore 0.1 X 水 
0. 45 
ÉK 两 HB Membrana Accurel 0.2 20— 200 
Membrana Accurel 0.4 
New Brunswick 0.1 20-200 
Lu ITA Millipore GVHP 0. 22 250 
Millipore GV WP 0.22 250 
Millipore HVHP 0. 45 500 - 
Teflon? Dorr Oliver CF2M 0.2 最 高 温度 75'C 
| Dorr Oliver CF30M 3.0 BUK 
PTFE? Gelman TF 0.2 500 AAWE 
Gelman TF 1.0 1200 支撑 AiK 
A1203 Ceraflo 0.2 75 蒸汽 消毒 , 亲 水 
Ceraflo 1.0 - 
Ceraver 0.2 
Ceraveg 5.0 ` 
KN Pall PMM 2 不 锈 钢 纤维 粉 未 


. _ Pall POS 5 烧结 
QR m/m +d); GTetlon d & SOR 69, @PTFE 为 聚 四 氟 乙 燃 。 


二 、 超 滤 膜 与 反 渗 透 膜 mE 

与 反 渗 透 腊 和 微 滤 膜 一 样 , 按 材料 分 超 滤 膜 有 合成 聚合 物 腊 和 无 机 膜 两 类 ,结构 上 均 是 不 
对 称 结构 ,有 指 状 孔 结构 与 海绵 状 结构 ,而 且 近 年 来 开发 出 复合 膜 品 种 ,它们 的 横 截 面 结构 示 
于 图 6 一 7。 通常 用 透水 率 和 脱盐 率 来 表明 反 渗 透 膜 性 能 ,测定 的 方法 较 简 单 ,不 同 公司 的 膜 性 
能 可 以 相互 比较 ;但 作为 超 滤 膜 的 性 能 一 一 透水 率 与 截留 分 子 量 , 前 者 尚 可 相对 比较 ,后 者 则 
极为 困难 。 有 时 从 标 称 截留 分 子 量 看 一 样 ,然而 实际 应 用 中 差别 很 大 。 这 里 介绍 一 下 截留 分 子 
量 的 确定 过 程 ,有 助 于 对 其 定义 的 理解 和 在 实际 应 用 中 对 这 一 指标 的 选择 。 | 

在 成 膜 过 程 中 超 滤 膜 表 面 形成 的 孔 大 小 不 一 样 ,存在 一 个 孔径 分 布 (图 6 一 8)。 因 此 不 能 
用 某 一 种 分 子 量 的 球形 蛋白 质 或 水 溶性 聚合 物 来 确定 其 截留 分 子 量 ,而 是 要 用 几 种 不 同 分 子 
量 蛋白 质 或 水 溶性 聚合 物 测 出 一 条 切割 分 子 量 曲线 (图 6 一 9) ,然后 选择 截留 率 在 90% 的 那 点 
对 应 的 分 子 量 作为 该 膜 截留 分 子 量 5” 。 也 有 厂家 把 截留 率 定 为 95% 时 的 分 子 量 作为 截留 分 子 
HE. 

另外 由 于 膜 的 截留 分 子 量 受 测定 条 件 ( 如 压力 ,温度 ,搅拌 速度 、 溶 质 浓度 ,缓冲 液 系统 、 溶 
液体 积 对 膜 面积 之 比 、 透 过 液体 积 对 原液 体积 之 比 等 ) 的 影响 ,目前 在 世界 上 尚 无 统一 标准 ,而 
且 各 个 厂家 所 用 标准 蛋白 质 或 水 溶性 聚合 物 也 不 一 样 ,所 以 很 难 把 不 同 来 源 膜 的 截留 分 子 量 
作 统 一 比较 。 作 者 的 工作 还 发 现 , 即 使 用 的 蛋白 质 是 同一 厂家 的 ,还 会 因 批 次 不 同 而 导致 测定 
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结果 不 同 。 作 者 认为 ,对 于 超 滤 膜 的 截留 分 子 量 的 认识 必须 注意 以 下 3 点 。， 


一 一 不 对 称 膜 


图 6-7 不 对 称 膜 与 复合 膜 模 截 面 结构 示意 图 


40 
ao 
oo 图 6-8 Millipore 公司 PTGC 超 滤 膜 孔径 分 布 
R 
p< 
Eio N 
0 上 NENNEN PN 
3 6 8 10 14 
孔径 ,nm 
1.0 
S 
| 
= 图 6~9 膜 的 截留 分 子 量 曲线 图 
Ef 
0 z Lo 
1000 10000 100000 
Log 4T Ri 
大 约 分 子 直径 , nm 
Loi 1L52 3 4 $6 810 15 


图 6-10 Amicon WREED T EHRE 
x 一 一 膜 的 标 称 截留 分 子 量 
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(1) 不 要 认为 用 超 滤 膜 分 离 浓 缩 蛋 白质 和 其 它 大 分 子 时 , 低 于 截留 分 子 量 的 分 子 全 可 透 
过 膜 ,而 大 于 截留 分 子 量 的 分 子 全 被 截 住 ,实际 上 ,不 同 厂家 的 膜 切 割 分 子 量 敏锐 性 不 同 , 越 接 
近 理 想 切 割 分 离 曲 线 越 好 (图 6 一 9、 图 6 一 10)。 

(2) ”被 分 离 浓 缩 物 的 分 子 特性 [如 大 小 形状、 构象 .化 学 特性 (电荷 ) 等 ] 对 膜 截 留 分 子 量 
的 选择 极为 重要 ,一 般 而 言 , 在 溶液 中 呈 线 性 分 子 的 截留 率 较 低 ,而 支 化 聚合 物 较 高 ,球形 蛋白 
最 高 。 表 6 一 5 列 出 溶质 特性 对 它们 被 截留 的 特性 的 影响 。 

K 6 一 5 结果 表明 :在 分 子 量 相同 时 ,截留 率 顺 序 为 球 蛋 白 污 支 链 聚合 物 沁 线性 聚合 物 , 也 
就 是 说 ,在 分 离 浓缩 多 糖 或 线性 大 分 子 时 ,要 用 截留 分 子 量 低 于 被 分 离 物 分 子 量 的 膜 ,另外 ,要 
注意 厂家 标 称 截留 分 子 量 是 用 什么 作 标准 物 测定 的 ,目前 国内 各 研究 单位 和 厂家 ,对 截留 分 子 
量 之 10000 道 尔 顿 的 膜 , 用 球形 蛋白 质 测定 ,截留 分 子 量 <<10000 道 尔 顿 的 膜 多 用 聚 乙 二 醇 或 


表 6-5 溶质 特性 对 膜 截留 特性 的 影响 ? 

膜 商品 号 球 m K 支 链 聚 合 物 线性 聚合 物 
y- 球 蛋白 (160000)® 
血清 白 蛋 白 (69000) 


EISE (35000 AXE 250 (236000) 
PM 30 
C (13000) 110 (100000) 
细胞 色素 LET EPIS (50000) 
胰岛 素 (5700) ^ 
PM10 
t (1400 40 (40000 
FE x ) ida ) 3X ZLA (20000) . 
WRH 10 (10000) 
TUM10 - ^ 


Qd USA T EI QOTEIOJ EBEERDA E05 PRI 


D ”截留 分 子 量 通 常 是 用 单一 蛋白 质 或 大 分 子 溶液 进行 ,而 实际 分 离 浓缩 酶 或 其 它 蛋 白 
质 时 ,溶液 是 一 个 不 同 分 子 量 蛋 白质 和 /或 可 溶性 大 分 子 ( 如 多 糖 ) 的 复杂 混合 物体 系 。 因 此 这 
时 膜 的 分 离 特 性 会 因 浓 差 极 化 或 “ 凝 胶 层 ”形成 而 有 所 改变 (图 6 — 11) ,一般 是 较 小 分 子 量 的 
溶质 截留 率 比 单一 溶质 时 增 大 。 


图 6-11 超 滤 膜 分 离 单一 溶质 与 加 有 和 蛋 沁 上 质 时 
溶质 的 截留 特性 的 变化 
人 〇 一 单一 溶质 ;者 一 一 加 有 血清 蛋白 溶质 


10 10 —— 10 10! 105 
分 子 量 , 道 尔 顿 


由 上 所 述 可 知 , 标 称 截留 分 子 量 仅 可 作为 使 用 者 的 参考 , 何 种 规格 的 膜 适用 必须 用 实验 来 
确定 。 这 部 分 工作 最 好 在 实验 室 以 杯 型 超 滤器 ,平板 膜 片 进行 ,花费 较 小 。 
三 ` 电 渗析 膜 | 


98 


电 渗 析 膜 是 一 种 致密 离子 交换 膜 .阳离子 交换 膜 是 指 在 聚合 物 骨 架 上 带 有 负离子 基 团 , 通 
常 是 强酸 性 基 困 (一 SOsH)。 阴 离子 交换 膜 是 指 在 聚合 物 骨 架 上 带 有 正 离子 基 团 ,通常 是 强 碱 
性 基 团 (一 NR+)。 . l 


第 四 节 ”生物 工程 后 处 理 过 程 中 膜 分 离 技 术 的 选择 与 应 用 


在 生物 工程 后 处 理 中 , 膜 分 离 技 术 常 被 用 于 分 离 、 浓 缩 .分 级 与 纯化 生物 产品 “”。 根据 不 
同 目标 产品 ,用 的 膜 分 离 技术 组 合 也 有 所 不 同 。 

一 、 微 生物 的 分 离 与 收集 

发 酵 液 的 第 一 步 分 离 一 般 是 去 除 悬 泽 的 微生物 .粒子 与 胶体 。 表 6 一 6 列 出 某 些 典型 生物 
工程 发 酵 液 中 固体 物 的 浓度 。 表 6 -7 说 明 某 些 发 酵 液 的 特性 。 


表 6-6 典型 发 酵 液 组 份 含 量 


产 物 干 重量 浓度 ， % 
细菌 或 酵母 3~5 
真菌 (柠檬 酸 、 青 霉 素 生产 ) 1.5—3 
动物 细胞 (哺乳 动物 组 织 培养 ) — : 0. 05~0. 2 
植物 组 织 培养 0.1~5 
柠檬 酸 10 
A m 5 
胞 外 酶 . 0. 5—1.0 
微 生 素 0. 005—0. 1 
p 体 (0-5 
ZL È 7 一 12 


表 6-7 一 些 发 酵 液 的 特性 


类 m Xj am 294 Cw / w ERRORS HE , mPa. s 319151 71 ERE 

细胞 残 核 0. 4X 0. 4 1.5 

wW PH 1x2 1.5 好 

E 母 2X10 1.5 好 
哺乳 动物 细胞 40X40 3 88 

植物 细胞 100X100 3 弱 

Rod 1.10x —$& 8000 相当 好 


目前 较 好 的 细胞 收集 方法 是 过 滤 或 离心 ,从 经 济 性 考虑 ,工业 规模 的 方法 应 是 连续 过 程 ， 

但 连续 离心 设备 帅 贵 ,操作 和 维修 费用 高 ,而 且 生产 速度 受 粒 径 、 粒 子 与 悬浮 液 密度 差 、 液 体 粘 

度 及 离心 力 大 小 的 控制 ,还 需 冷 却 系统 降温 等 。 表 6 一 8 给 出 实验 室 小 规模 收集 微生物 细胞 费 

用 比较 。 转 鼓 真 空 过 滤 也 是 连续 分 离 微生物 的 一 个 方法 ,其 主要 问题 在 于 固体 颗粒 物 聚 集 而 使 
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滤 速 急 又 下降 , 若 采 用 助 滤 剂 则 增加 了 费用 。 

近年 发 展 起 来 的 错 流 过 让 受到 人 们 注视 ,其 实质 与 超 滤 操作 相似 , 它 具 有 如 下 优点 。 

(1) 对 大 小 不 同 的 细胞 可 较 灵 活 地 选用 孔径 不 同 的 膜 。 

(2) 透水 量 不 依赖 于 细胞 与 悬浮 介质 间 的 密度 差 。 

Go 不 需要 任何 助 剂 ,有 利于 下 一 步 纯化 。 

(4) ”选择 合适 膜 可 使 细胞 在 膜 表面 的 沉积 减少 到 最 小 ,所 以 有 长 时 间 的 高 透水 量 。 

(5). 与 离心 相 比 可 减少 空气 中 病原 体 的 污染 。 

(6) 回收 率 高 。 

(C) 可 通过 增加 膜 面积 来 扩大 处 理 能 力 .可 以 预期 , 随 着 分 离 膜 的 发 展 , 错 流 过 滤 收 集 细 
胞 或 超 滤 收集 细胞 将 会 蔚 代 离心 和 转 鼓 真空 过 滤 。 


表 6-8 超 滤 与 连续 离心 法 小 规模 收集 微生物 费用 比较 


o B 酵 8 
mO, 离心 mus 离心 
初始 浓度 4X 10? 4* /mIC0. 7 Vol 99) 1X107 个 /ml 
浓缩 倍数 10 10 100 500 
细胞 回收 率 ,% 98 <70 98 90 
生产 速率 , L/h 30 6 40 30 
系统 费用 ,美元 9000 8000 6000 20000 


DH Amicon HREH. Von ?为 体积 百分数 。 


在 采用 错 流 过 滤 或 超 滤 收集 细胞 时 ,要 考虑 下 列 因 素 。 

(1)” 腊 孔 径 的 选择 ”从 理论 上 讲 , 用 微小 膜 进行 微生物 收集 完全 合适 ,选择 0. 20m. 或 稍 
大 点 孔 的 膜 可 提高 适 水 量 。 但 实际 实验 发 现 ,采用 较 大 孔径 膜 时 , 因 有 更 高 污染 速率 而 使 长 时 
间 透 水 量 下 隆 ,从 图 6 — 12 可 直观 看 出 粒 径 .孔径 和 操作 参数 间 的 关系 。 在 操作 参数 相同 的 情 
- 况 下 , 当 被 分 离 粒 子 大 小 和 膜 孔 径 在 同一 数量 级 时 ,培养 液 中 混杂 的 更 小 微生物 可 能 堵 孔 而 使 
流量 迅速 下 降 ; 若 选择 的 膜 孔 径 比 被 分 离 粒子 小 得 较 多 时 ,混杂 的 小 微生物 (如 图 6 一 12 所 示 ) 
不 会 停止 在 孔 上 而 墙 孔 ,将 被 流体 剪 切 力 带 走 , 因 而 有 较 高 ( 较 长 时 间 运 转 后 ) 透 水 量 。 这 种 筷 
径 与 长 时 间 透 水 量 相 反作用 的 情况 已 被 许多 研究 者 发 现 。Merin 等 人 的 实践 结果 表明 , 奶 制 
品 处 理 中 , 较 大 孔 的 微 滤 膜 起 始 透水 量 较 高 ,但 几 分 钟 后 迅速 降低 , 它 的 长 时 间 稳 定 透水 量 比 
较 小 孔 微 孔 膜 还 低 ( 图 6 一 13)。Rogers 等 2 在 收集 Z. Mobilis 细胞 时 也 得 到 局 f. 
Patelc5 在 用 管状 微 滤 膜 收集 酵母 时 也 观察 到 相似 现象 。Radlette 在 浓缩 哺乳 动物 细胞 时 发 现 
3. Oum 微 孔 膜 比 0. bm 和 0. 20m 膜 污染 快 得 多 ,0. 6um 膜 显示 最 大 透水 量 。Le 等 ”在 收集 
Ervinia Ccarotovoca 细胞 时 ,发 现 0. 45u m 膜 透 水 率 几 乎 是 0. 6um 膜 的 2 倍 ,而 0.2hm 膜 透 
水 率 仅 是 0. 6um 膜 的 1/5. Porter 等 2 甚至 在 用 超 滤 和 微 滤 膜 去 除 发 酵 液 中 菌 体 时 ,XM — 
300 超 滤 膜 (平均 孔径 0. 025um ) 平 均 透 水 率 高 于 Diapor 0. 2um 微 滤 膜 ( 图 6-14)。Henry 和 
Allred 也 发 现 用 XM —300 超 小 膜 浓 缩 细 菌 悬 浮 滚 时 ,透水 量 比 0. 22km 微 孔 膜 高 。 需 要 说 明 
的 是 XM — 300 膜 是 不 对 称 的 ,而 微 滤 膜 是 对 称 的 ,这 对 膜 污染 特性 有 一 定 影响 。 

由 上 述 可 知 ,不 同 对 象 的 最 佳 孔径 膜 需 用 实验 来 确定 ,因为 在 不 同 的 发 酵 液 中 ,最 小 细胞 
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粒子 与 特性 不 同 。 

(2) 组 件 结构 “ 当 发 酵 液 中 固 含量 较 低 且 产物 在 透 过 液 中 时 ,发 酵 液 首先 是 要 澄清 , 则 
选择 组 件 结构 余地 较 大 。 若 截留 物 是 产物 , 则 组 件 结构 选择 要 慎重 。 一 般 来 讲 ,不 宜 采 用 隔 网 
作料 液 流 道 的 组 件 , 因 为 固体 物 会 在 膜 面 沉积 和 清洗 困难 .而 毛细 管 式 与 薄 流 道 式 组 件 设 计 可 
以 使 料 液 高 速 流 动 , 即 剪 切 力 较 大 ,从 而 有 利于 减少 粒子 在 膜 面 沉 积 ,减少 浓 差 极 化 或 凝 胶 层 
形成 。Patel" 用 中 空 纤 维 超 滤 组 件 浓缩 酵母 时 , 料 液 流速 可 保持 在 之 Im/s ,透水 速度 高 达 40 
7-50L /Ch * m*) ,细胞 回收 率 大 于 99%% 。 相 反 ,用 裙 秋 式 错 流 组 件 时 ,由 于 料 液 流 道中 有 隔 网 ， 
料 液 流 速 被 限制 在 <0. 1m /s ,导致 污染 快 得 多 及 细胞 回收 率 降低 。 值 得 提 及 的 是 Haniscn 
等 用 中 空 纤维 膜 和 平板 膜 盒 以 错 流 过 滤 浓 缩 大 肠 杆菌 ,比较 了 它们 透水 量 随 运行 时 间 的 变化 
(图 6 一 15)。 他 们 认为 ,在 用 中 空 纤维 膜 错 流 过 滤 浓 缩 大 肠 杆菌 时 ,存在 “管子 挤 压 作用 ” 
(Tubular Pinch Effect), 即 当 粒 子 流 过 一 根 管子 时 ,这 些 粒子 明显 迁移 离开 管 壁 和 管 轴 , 而 在 
一 些 不 同 圆心 的 径 向 位 置 达到 平衡 状态 ,粒子 以 链 状 平 行 于 管 轴 有 规则 地 排列 在 空间 ,所 以 透 
水 量 衰减 较 慢 。 当 粒子 被 浓缩 到 一 临界 浓度 时 , 即 平衡 位 置 上 粒子 也 达到 饱和 ,这 时 , 净 粒 子 传 
递 已 向 膜 面 ,所 以 透水 量 开始 急骤 下 降 。 对 一 给 定 品种 液体 ,临界 浓度 是 个 定 值 。 而 在 用 平板 
膜 盒 错 流 过 滤 浓 缩 大 肠 杆菌 时 ,透水 量 衰减 遵循 粒子 浓 差 极 化 的 理论 (图 6 一 15b)。 
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图 6 一 18” 膜 筷 径 大 小 对 透水 率 的 影响 
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CD 膜 的 化 学 特性 ” 膜 的 化 学 特性 对 其 与 被 分 离 溶 质 间 的 相互 作用 有 决定 性 影响 一 般 

而 言 , 电 荷 相 互 作用 是 较 常 见 的 ,如 Patelo2 发 现 酵 母 细胞 在 溶液 中 带 有 负电 荷 ,因而 用 带 有 

负电 荷 的 膜 来 分 离 浓缩 它 时 ,污染 速度 慢 得 多 。 这 与 处 理 电泳 潜 时 ,用 与 漆 带 有 相同 电荷 的 腊 
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来 处 理 电泳 漆 废 水 可 以 大 大 减少 膜 污染 ,易于 清洗 的 原理 完全 一 样 。 所 以 在 用 膜 来 收集 细胞 
时 ,对 膜 化 学 特性 的 选择 至 关 重要 。 


透水 率 (GFD) 
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图 6-14 膜 孔 径 大 小 对 膜 透水 率 的 影响 
A— XM —300; 
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图 6-15 透水 率 随 运行 时 间 衰 减 的 关系 


a) 中空 纤维 腊 ; 
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不 对 称 腑 


E EM 


(4) 


对 称 膜 


(b) FARA 


图 6-16 膜 结 构 对 膜 污染 的 影响 示意 图 


膜 的 结构 ”正如 在 微小 膜 结构 与 分 离 特性 中 讲 到 的 ,近年 来 不 对 称 结构 微 孔 膜 发 展 


取得 重大 进展 。 与 对 称 结构 微 孔 膜 (弯曲 孔 膜 ) 相 比 ,在 错 流 过 滤 时 不 对 称 微 孔 膜 有 更 强 的 耐 污 
染 性 ,其 原因 从 图 6-16 可 得 到 直观 理解 。 由 于 在 错 流 过 滤 时 ,与 对 称 膜 孔径 尺寸 相近 的 粒子 
可 能 被 截 在 膜 的 一 定 深 度 上 产生 堵塞 ( 即 产生 不 可 逆 的 污染 ), 因 而 最 好 选择 不 对 称 微 滤 膜 来 


收集 细胞 。 
(5) 


操作 参数 的 选择 ”操作 参数 包括 料 液 流速 .压力 .pH 值 ,离子 强度 和 温度 等 。 高 


料 液 流速 通常 可 以 减 小 浓 差 极 化 或 沉积 层 的 形成 ,提高 透水 量 。 ARARE REAREN 
力 敏 感 , 必 须 选 择 合适 的 料 液 流速 。 在 浓 差 极 化 现象 不 严重 情况 下 ,通常 可 用 增加 压力 来 提高 
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透水 率 , 但 需 用 实验 确定 其 限度 ,因为 提高 压力 ,会 使 浓 差 极 化 与 膜 污染 加 重 ,到 一 定 压力 后 形 
成 “ 凝 胶 层 ”, 透 水 率 不 再 随 压 力 提高 而 增加 。 因 此 操作 压力 要 合适 ,以 不 形成 凝 胶 层 为 限 。 温 
度 通常 通过 影响 料 液 粘 度 对 透水 量 产生 作用 ,但 在 考虑 升温 时 必须 注意 生物 产品 活性 的 稳定 
Tk. pH 值 则 对 细胞 荷 电 性 产生 影响 。 因 此 对 膜 的 类 型 选择 应 给 予 重 视 。 

二 、 酶 、 蛋 白质 .抗体 .多糖 和 一 些 基因 工程 产品 的 分 离 浓 缩 。 

由 于 它们 分 子 量 多 在 101 — 105 道 尔 顿 之 间 , 这 恰好 是 超 滤 膜 截 留 分 子 量 范围 ,因此 常用 
超 滤 技术 来 进行 分 离 . 浓 缩 、. 初 分 级 与 纯化 。 - 

1. 膜 品种 与 膜 规格 的 选择 

不 同 膜 烤 料 , 由 于 其 亲 水 性 不 同 , 或 荷 电 特性 不 同 ,它们 与 被 分 离 溶质 间 的 牙 水 或 库仑 相 
互 作用 也 不 同 ,导致 对 某 些 生物 分 子 在 膜 的 表面 或 孔 内 吸附 也 不 同 , 即 膜 污染 程度 不 同 。 一 般 
来 讲 , 这 是 一 个 不 可 逆 过 程 。 它 不 仅 对 膜 透水 率 影 响 很 大 ,而且 也 会 改变 膜 的 截留 分 子 量 特性 。 
虽然 也 有 一 些 方法 可 测定 吸附 量 , 但 文献 上 尚 无 系统 数据 。 一 般 最 实用 的 方法 是 把 膜 泡 在 被 分 
离 溶液 中 一 定时 间 , 然 后 测定 其 纯 水 透 过 率 ,或 用 溶液 超 滤 一 定时 间 (1 一 2n) 后 ,用 清水 漂洗 
一 下 ,再 测 其 纯 水 透 过 率 。 用 实验 前 后 透水 率 之 比 ,作为 比较 污染 程度 的 参量 ,也 相对 反映 出 膜 
对 蛋白 质 吸 附 量 的 多 少 ,.McGregor W. C. 对 一 些 公司 膜 污 染 性 能 作 了 测定 ,结果 列 于 表 6 一 
9。 


表 6 一 9 一 些 商 业 超 滤 膜 性 能 | 
um ———— — — — ——— ———À—— — !— ——À—22 


- & 5 x 
三 家 商品 号 ^ ml/ (em * min) X 10? A/B A/C 
截留 分 子 量 截留 分 子 量 
A B C 
4 二 上 | 
Abcor HFM —100 10 000 70 000 51 5.4 13 9.4 3.9 
HFM251 18 000 2222100 000 125 (7 0 28 17.9 4.5 
| | | J |7] 
Amicon PM 10 10 000 16 000 58 6.0 23 9.7 2.5 
XM 50 50 000 20 000 48 5.3 17 9.2 2.9 
二 r 十 
DDS GR8P 10 000 12 000 8.7 2.0 2.2 4.4 4.0 
GR6P 25 000 20 000 33 5.4 9.5 6.1 3.5 
GR5P 65 000 76 000 17 5.4 5.1 2.6 2.7 
4 
Dorr Oliver S 一 20 20 000 70 000 154 7. 8 49 19.7 3.1 
S—30 30 000 70 000 162 7.8 40 20.8 40 
D —24 24 000 70 000 96 7.8 42 12.3 2.3 
K —100 100 000 2277100 000 168 2.1 8.4 80 20 
T | g 
Gelman EXP 10 000 20 000 10 3.5 7. 7 2.9 1.3 
TT —71 t T T 
Millipore PTGC 10 000 16 000 17 3.1 3.8 5.5 4.5 
PSED 25 000 76 000 1 7 1.4 5.9 50.7 12 
PTHK 100 000 276 000 149 7.4 87 20.1 1.7 
| | 
Osmonics SEPA 一 20K 20 000 (20 000) 49 7.6 | 26 6.4 1.9 
H n 
Nucle 一 Pore F 50 50 000 76 000 20 3.1 9.9 6.5 2.0 
F 100 100 000 76 000 43 3.5 7.6 12. 3 5.7 
LÁ —————————M———— ——d -Li -一 


2. 浓 差 极 化 

浓 差 极 化 是 指 在 超 滤 过 程 中 ,由 于 水 透 过 膜 而 使 膜 表 面 的 溶质 浓度 增高 ,在 浓度 梯度 作用 
下 ,溶质 与 水 以 相反 方向 向 本 体 溶液 扩散 ,在 达到 平衡 状态 时 , 膜 表面 形成 一 溶质 浓度 分 布 边 
界 层 , 它 对 水 的 透 过 起 着 阻碍 作用 (如 图 6~17) ,所 以 浓 差 极 化 会 降低 透水 率 。 显然 , 浓 差 极 化 
是 一 个 可 逆 过 程 , 即 在 停止 超 滤 后 ,溶质 扩散 至 均匀 ,浓度 边界 层 消失 ,用 清水 洗 膜 并 用 纯 水 测 
透水 率 , 应 恢复 到 原水 平 。 浓 差 极 化 受 如 下 因素 影响 。 


图 6-17 浓 差 极 化 边界 层 的 形成 
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(1)、 料 液 流速 ” 料 液 流速 快 , 则 加 快 溶质 与 水 扩散 速度 ,边界 层 厚 度 减 薄 , 从 而 提高 透水 
率 ( 图 6 一 18)。 若 采用 油 流 器 ,即使 料 液 产生 率 流 ,也 可 大 大 减少 浓 差 极 化 对 透水 率 的 影响 。 

(2) ”溶质 分 子 量 大 小 ”溶质 分 子 量 大 ,扩散 速度 慢 , 易 形成 浓 差 极 化 层 。 

(3) ”溶液 粘度 ”溶液 粘度 受 溶质 浓度 ,分 子 量 大 小 、 溶 液 温度 、pH 值 等 影响 。 一 般 而 言 ， 
溶液 粘度 高 ,分 子 扩散 速度 慢 , 易 形成 浓 差 极 化 层 , 因 此 对 于 高 粘度 料 液 , 若 不 存在 失 活 问题 ， 
采用 较 高 温度 为 宜 。 

(4) ”压力 ”所 用 压力 越 高 ,透水 速度 越 快 , 膜 表 面 溶质 积累 速度 也 加 快 ,从 而 浓 差 极 化 现 
象 严 重 , 使 透水 率 随 压力 增加 呈现 曲线 增加 .对 于 基因 工程 药物 浓缩 而 言 ,由 于 其 浓度 很 低 , 所 
以 浓 差 极 化 现象 不 会 很 严重 。 

3. 膜 污染 

膜 污染 通常 是 指 由 于 膜 与 溶质 的 相互 作用 而 在 膜 表 面 和 孔 内 吸附 ,或 因 浓 差 极 化 ,在 膜 表 
面 溶 质 浓度 超过 饱和 浓度 而 在 膜 表 面 产 生 沉 淀 或 结晶 、 形 成 “ 凝 胶 层 ”( 图 6- 17) ,引起 膜 性 能 
变化 的 现象 。 它 是 一 个 不 可 逆 过 程 。 它 不 仅 使 膜 的 透水 率 降低 ,而 旦 使 其 截留 分 子 量变 小 ;其 
至 在 含量 很 低 的 基因 工程 产品 分 离 中 ,由 于 膜 的 吸附 而 几乎 得 不 到 产品 ,通常 它 受 如 下 因素 的 
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影响 。 

Oo 膜 的 化 学 特性 ” 膜 的 亲 朴 水 性 . 荷 电 性 影响 膜 与 不 同 溶质 间 相 互 作用 的 大 小 。 一 般 
静电 相互 作用 较 易 预测 ,而 亲 羽 水 性 却 很 难 预测 .尤其 对 生物 发 酵 系 统 , 组 成 极为 复杂 ,必须 对 
不 同 对 象 ,用 各 种 膜 进 行 实验 选择 。 

C) 蛋白 质 种 类 与 溶液 pH 值 pH 值 对 蛋白 质 在 水 中 溶解 性 及 构 型 有 很 大 影响 。 和 蛋白 
质 一 般 在 其 等 电 点 时 溶解 度 最 低 , 偏 离 等 电 点 时 ,溶解 度 增加 。Fan 等 人 用 PM30 膜 超 滤 
0.1% 牛 血清 蛋白 ,实验 后 测定 膜 吸附 的 蛋白 质量 。 结 果 显 示 , 在 等 电 点 时 吸附 量 最 高 (图 6 一 
19), 即 膜 污染 最 严重 。 男 外 pH 值 对 不 同 膜 与 不 同 蛋白 质 间 相互 作用 也 产生 影响 ,由 于 不 同 风 
的 亲政 水 性 、 荷 电 性 不 同 , 不 同 蛋白 质 特性 也 不 同 , 所 以 较 难 预测 。 对 于 荷 电 膜 而 言 , 当 蛋白质 
荷 电 性 与 膜 固定 离子 电 性 相同 时 ,污染 程度 较 小 .一 般 认 为 强 蔓 水 膜 与 强 亲 水 性 膜 与 蛋白 质 相 
互 作用 较 弱 , 较 耐 污染 。 
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图 6-19 pH 值 对 膜 吸 附 蛋白 质量 的 影响 图 6-20 盐 浓 度 对 透水 率 的 影响 
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图 6-21 超 滤 温 度 对 透 过 速度 的 影响 
Q-—10C;A-— 20C ;者 一 30C 
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(3) dk 无 机 盐 通 过 两 条 途径 对 膜 污染 产生 重大 影响 ,一 是 有 些 无 机 盐 复 合 物 会 在 膜 表 
面 或 膜 孔 直接 沉积 ,或 使 膜 对 蛋白 质 的 吸附 增强 而 污染 膜 。 二 是 无 机 盐 改 变 了 溶液 离子 强度 ， 
影响 到 蛋白 质 溶解 性 、 构 形 与 悬浮 状态 ,使 形成 的 沉积 层 朴 密 程 度 改变 ,因此 对 膜 透水 率 影响 
也 不 同 。Fan 等 人 用 PM 30 膜 超 滤 0. 1% 牛 血清 蛋白 时 ,发现 NaCl 的 加 入 会 增加 膜 对 蛋白 质 
的 吸附 ,但 透水 率 则 随 Nacl 加 入 量 增加 而 提高 。 初 看 ,这 是 矛盾 的 ,实际 上 这 是 第 二 种 途径 在 
起 作用 的 缘故 .Nacl 的 加 入 影响 到 蛋白 质 构 形 与 悬 译 状态 ,所 以 形成 的 “ 凝 胶 层 " 较 蕊 松 。 虽 然 


未 加 NaCi 者 吸附 少 ,但 形成 的 “ 凝 胶 层 ” 较 致密 ,反而 使 膜 透 水 率 降低 得 多 (图 6 — 200 . 但 在 作 
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者 用 超 滤 技 术 分 离 浓 缩 青竹 素 酰 化 酶 时 ,发 现 无 机 盐 (NaCl、(NH,)sSO4) 的 加 入 对 酶 有 增 溶 作 
用 ,所 以 对 透水 率 有 改进 。 因 此 无 机 盐 对 膜 污染 的 影响 与 膜 化 学 特性 、 待 分 离 蛋白 质 特性 及 其 
溶液 pH 值 息息相关 , 需 进 行 综合 考虑 。 

(4) 温度 的 影响 温度 对 膜 污 染 的 影响 的 原因 尚 不 是 很 清楚 ,根据 一 般 规律 ,溶液 温度 
升 高 ,其 粘度 下 降 , 透 水 率 应 提高 。 但 对 某 些 蛋白 质 溶液 ,温度 升 高 反而 会 导致 透水 率 降低 。 这 
是 由 于 在 较 高 温度 时 , 某 些 蛋 白质 溶解 性 下 降 的 缘故 。Maulois 用 超 滤 浓缩 甜 乳 清 时 即 出 现 此 
现象 (图 6 一 21)“”。Dillman 等 也 认为 在 大 多 数 有 意义 的 超 滤 应 用 温度 范围 内 (30 一 60C ) 蛋 白 
质 分 子 的 吸附 随 温 度 提高 而 增加 ”但 我 们 在 分 离 浓缩 青霉素 酰 化 酶 和 凝 乳 酶 时 , 却 温度 升 
高 透水 率 增加 。 对 于 基因 工程 产品 ,由 于 其 浓度 较 稀 , 且 有 失 活 问题 ,一 般 应 在 低 于 10C 下 分 
离 浓缩 为 好 。 

O ERRE ,流速 与 压力 的 影响 ”在 超 滤 分 离 ,浓缩 蛋白 质 时 ,压力 与 流速 对 膜 透 水 率 
影响 通常 是 相互 关联 的 。 当 流速 一 定 及 浓 差 极 化 不 明显 之 前 (低压 力 区 ), 膜 的 透水 率 随 压力 增 
加 而 近似 直线 增加 ;在 浓 差 极 化 起 作用 后 , 则 由 于 压力 增加 ,透水 率 提高 , 浓 差 极 化 也 随 之 严 
重 ,从 而 透水 率 随 压 力 呈 曲线 增加 。 当 浓 差 极 化 使 膜 表面 溶质 浓度 达到 极限 浓度 (C6) 时 ,溶质 
在 膜 表面 开始 形成 “ 凝 胶 层 ”, 此 时 “ 凝 胶 层 " 阻 力 对 膜 的 透水 率 影响 起 决定 性 作用 ,透水 率 不 再 
依赖 于 压力 , 即 压力 再 提高 ,透水 率 几 乎 不 变 ( 或 称 之 为 平衡 透水 率 ) 。 当 流速 提高 或 料 液 浓度 
降低 时 ,达到 Ce 时 的 压力 升 高 ,平衡 透水 率 也 升 高 (图 6 一 22,. 图 6 一 23)c5 .因此 通过 增加 压力 
ERDEP ILC TERT BUR WGIGR EE ETER AERE A ED 

4. 清洗 

在 任何 膜 分 离 技术 应 用 中 ,都 会 碰 到 膜 污 染 问题 , 即 膜 透水 量 随 运行 时 间 增 长 而 下 降 , 即 
使 选择 较 合适 的 膜 与 适宜 操作 条 件 , 仍 有 透水 量 缓慢 下 降 问 题 。 因 此 必须 采取 一 定 的 清洗 方法 
除去 膜 面 或 膜 孔 内 的 污染 物 , 达 到 透水 量 恢复 的 目的 ,显然 ,清洗 方法 选择 得 当 , 膜 透水 量 就 恢 
复 得 好 。 对 于 不 同 处 理 目 的 与 不 同 处 理 对 象 ， 清洗 膜 的 方法 与 程序 也 有 所 不 同 ， 但 一 般 首 先 要 
考虑 以 下 两 点 。 


X 
ZR 
Ej 
w sl 
i | 0 50 150 200 
30 70 110 150 REA. kPa 
操作 压力 ，kPa 
图 6-22 压力 .流速 及 料 液 浓度 对 透水 率 的 影响 图 6 一 23 压力 与 流速 对 透水 率 的 影响 
流速 口 一 1. 97 m/s; & —1. 53 m/s; 作 一 1. 11 m/s; (&—0. 9% 盐 ; 〇 一 0.65% 蛋 白 (1830RPM ); 
Q9 —0. 71 m/s;O—0.34 m/s 人 一 3.9% 和 蛋白 (1830RPM ); X 一 6.5% 和 蛋白 (1830RPM ); 


条 件 : 脱脂 牛奶 (19. 1%% 固 含量 );60C V —6. 5% HH (880RPM ) 
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COO 膜 的 化 学 特性 ” 膜 的 化 学 特性 (如 耐酸 、 碱 性 、 耐 温 性 、 耐 氧化 性 与 耐 化 学 试剂 特性 ) 
对 选择 化 学 清洗 剂 类 型 .浓度 极为 重要 。 一 般 来 讲 , 生 产 厂家 都 给 出 简单 说 明 。 

(2) 污染 物 特性 ”污染 物 特性 要 考虑 诸如 溶液 的 pH 值 ,不同 种 类 盐 及 其 浓度 和 温度 等 
对 其 溶解 性 的 影响 ,可 氧化 性 及 可 酶 解 性 等 。 

清洗 方法 通常 可 分 为 物理 方法 与 化 学 方法 ,已 有 大 量 专 利文 献 报导 .物理 方法 一 般 指 用 高 
流速 水 冲洗 ,对 于 平板 膜 片 可 用 海绵 手工 擦洗 ;对 于 管 膜 已 发 展 出 用 海绵 球 清洗 装置 ;而 对 于 
中 空 纤维 膜 , 则 可 用 反 洗 (图 6 一 24、 图 6 一 25)。 化 学 清洗 通常 是 用 化 学 清洗 剂 (如 稀 碱 、 稀 酸 、 
酶 .表面 活性 剂 . 络 合剂 和 氧化 剂 等 ) 对 膜 进行 清洗 。 对 于 不 同 种 类 膜 ,在 选择 化 学 清洗 剂 时 要 
慎重 ,以 防止 化 学 清洗 剂 对 膜 的 损害 ,在 某 些 应 用 中 ,温水 清洗 即 可 基本 恢复 初始 透水 率 ( 如 多 
糖 ) 。 在 大 多 数 膜 的 应 用 中 , 稀 碱 是 一 种 有 效 清洗 剂 。 对 于 蛋白 质 污染 严重 的 膜 ,用 含 0. 5% 骨 
蛋白 酶 的 0. 01mol/L NaOH 清洗 30min 可 有 效 恢 复 透 水 量 。 


料 液 


E] 6—24 中 空 纤 维 膜 组 件 操 作 与 清洗 方式 示意 图 
(a) 操作 ; (OO RR O 循环 清洗 


"git 化 学 清洗 


图 6-25 清洗 程序 对 膜 性 能 的 影响 


过 滤 速 度 


.时间 一 一 一 


McGregor 发 展 了 用 于 中 空 纤维 膜 制备 无 内 毒素 产品 的 清洗 膜 程序 
CD 在 过 滤 生 物 高 分 子 后 ,把 装置 用 蒸馏 水 清洗 一 下 ,接着 用 0. 2%Naon 洗 一 BH 
用 蒸馏 水 洗 去 残余 碱 ,再 用 0. 196 H CL 正 洗 ,然后 用 蒸馏 水 洗 去 残余 酸 ; 


(2) 用 45C 2% Micro 洗涤 剂 溶液 循环 运转 15min; 
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QD 排 干 溶液 ,并 用 蒜 馏 水 循环 漂洗 出 全 部 洗涤 剂 ,大 约 需 洗 6 1X 

(4) 用 0.2% NaOH 溶液 反 洗 一 段 时 间 , 用 蒸馏 水 洗 去 残余 碱 ; 

(5) ”用 0.1% HO 溶液 正 洗 一 段 时 间 ,然后 用 蒸馏 水 漂洗 6 次 ,并 用 兹 馏 水 浸泡 备用 。 

采用 上 述 清洗 流程 , 膜 的 透水 率 可 基本 恢复 ,而 且 无 内 毒素 。 

值得 提 及 的 是 无 机 膜 不 仅 可 高 温 消毒 ` 反 冲洗 ,而 且 可 用 热 碱 液 或 强 氧 化 剂 清洗 ,但 遗憾 
的 是 目前 无 机 膜 价 格 昂贵 ,品种 与 规格 也 较 少 。 

三 `. 超 滤 分 级 l 

鉴于 现 有 超 滤 膜 切 割 分 子 量 敏锐 性 较 益 和 浓 差 极 化 与 <“ 凝 胶 层 ?对 膜 截留 分 子 量 的 影响 ， 
在 用 超 滤 膜 进行 生物 发 酵 液 产品 初 分 级 时 ,必须 慎重 选择 膜 的 截留 分 子 量 与 生物 产品 分 子 量 
之 间 的 差距 。 一 般 分 级 原则 是 在 足够 稀 的 浓度 下 ,分子量 相差 应 在 10 倍 以 上 。 若 小 心地 使 溶 
质 -溶质 \ 溶 质 - 膜 的 相互 作用 减 至 最 小 , 即 在 选择 不 同 材 质 膜 时 选择 对 生物 产品 吸附 性 小 、 切 
割 分 子 量 较 敏 锐 的 膜 , 并 采用 合适 的 操作 条 件 ,也 可 分 级 分 子 量 差 别 较 小 的 两 种 蛋白 质 。 

水 中 热源 对 注射 用 水 及 细胞 培养 用 水 是 个 很 大 的 问题 。 大 多 数 热源 是 从 细胞 壁 来 的 脂 多 
7E, 其 分 子 量 范围 从 20000 道 尔 顿 到 0. lum 聚集 体 。 它 不 能 通过 高 温 消 毒 或 微 滤 来 去 除 。 但 用 

适 的 超 滤 膜 可 有 效 除去 之 。 一 般 认 为 ,截留 分 子 量 10000 道 尔 顿 的 牙 在 透水 率 与 截留 性 上 最 
"m 。 . 


第 五 节 组 件 结构 


目前 用 于 生物 产品 分 离 浓缩 的 超 滤 组 件 有 中 空 纤 维 式 组 件 ( 图 6 一 26)、 膜 盒 式 (图 6- 
28), 卷 式 组 件 ( 图 6-27)。 这 3 种 组 件 都 具有 膜 面积 装填 密度 大 的 特性 ,但 后 者 对 发 酵 液 前 处 
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hi 
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图 6 一 26 中 空 纤 维 障 组 件 及 超 滤 原理 示意 图 
O ROTERE MERA); 国 一 低 分 子 量 溶质 TRA); -— 一 溶剂 
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理 要 求 较 严 。 对 于 前 二 者 , 若 选择 合适 大 小 流 道 的 组 件 , 可 降低 发 酵 液 前 处 理 标准 。 中 空 纤维 
组 件 又 分 内 压 式 与 外 压 式 , 由 于 内 压 式 料 液 分 配 的 匀 , 入 动 状态 好 ,而 外 压 式 料 液 流动 不 均匀 ， 
所 以 生物 工程 后 处 理 中 多 采 思 内 压 式 组 件 ,尤其 对 于 菌 体 分 离 浓缩 更 具 特 点 ( 见 第 四 章 的 一 、 
2. ) 。 


密封 组 件 与 亮 体 胶 转 


CE a 。 
EM 料 液 隔 网 
! = - - / 
na 多 A ee 
[e "ien cai -PAREM 
料 液 流入 方向 ES SS m 
i ^ wr "umm 
FARDD h g 


图 6 一 27 螺旋 卷 式 组 件 示 意图 


| 起 波 障 的 构成 图 


ub WO OO = Temm 图 6 一 28 Millipore 膜 盒 的 流动 途径 示意 图 


截留 分 离 第 《 膜 ) 
iius 
TURAE OD 
RLW 


第 六 节 系统 设计 


在 欲 用 超 滤 技术 分 离 浓缩 生物 产品 时 ,通常 关心 的 是 : (1) 要 浓缩 到 希望 的 浓度 ; (2) 产 品 
回收 率 ;(3) 处 理 时 间 与 所 需要 的 膜 面积 。 

对 于 分 离 ,浓缩 生物 产品 ,一 般 程序 如 下 。 

(1) ”用 杯 型 超 滤 器 选择 合适 的 膜 材料 与 膜 规格 ,定性 选择 操作 条 件 。 

(2). 用 相应 膜 材 料 与 规格 的 中 空 纤维 膜 小 组 件 先 测 纯 水 透 过 率 ,再 实验 料 液 流速 (通常 
在 0.1~0.15MPa 压力 下 ) 对 透水 率 与 欲 分 离 生 物 制 品 活性 及 截留 率 的 影响 ,了 解 膜 污 染 对 障 
透水 率 的 影响 程度 。 . 

(3) 清洗 膜 组 件 后 , 先 用 料 液 在 选 定 的 pH 值 . 压 力 、 料 液 流 速 下 运行 4 一 8h ,作出 透 过 
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率 与 运行 时 间 的 关系 曲线 , 找 出 稳定 后 的 透水 率 , 并 测定 此 时 截留 率 .把 料 液 进行 浓缩 ,作出 透 
水 率 与 浓缩 倍数 的 关系 曲线 , 找 出 达到 号 缩 浓度 时 的 浓缩 倍数 那 点 透水 率 , 测 定 初始 与 最 终 二 
点 的 截留 率 。 | 

(4) 根据 预定 处 理 量 与 处 理 时 间 ,进行 系统 的 设计 品 。 

通常 采用 的 操作 方式 有 间歇 式 和 连续 式 (图 6 一 29、 图 6 -30) 。 对 于 间 葡 式 ,在 上 述 实验 基 
础 上 ,可 计算 下 述 参 量 。 


[7 P 透 过 液 
i TOT 1] 
P |p 料 液 ! ME | 4 
s sr Ve y 
| FIG IO IT = 
E NR AR Lo Tr n E TR CR 循环 村 
-一 - Lo FARE C Hiit [^ 
(a) 开路 式 (b) 进 料 和 排放 式 | 
图 6-29 超 滤 单元 的 间歇 操作 6-30 ”连续 超 滤 操作 示意 图 


C 浓缩 液 : P 一 渗透 液 ; FHAR: R 一 循环 泵 


图 6 一 31 ， 间 网 与 连续 透 滤 示意 图 


流 
连续 加 水 一、 4100 在 全 过 滤 时 


体积 持 恒定 


a) 浓缩 液 中 组 分 浓度 C 的 计算 
根据 下 式 可 以 计算 任 一 时 间 的 各 组 分 浓度 。 


c=0s(P) - (6—1) 


AP. SE ERRE: C ON LB AED UR BE SV o 为 初始 料 液体 积 ;V。 为 该 时 
间 浓 缩 液体 积 ;R 为 膜 对 该 组 分 的 截留 率 。 

若 截 留 率 随 料 液 浓 缩 过 程 变 化 不 大 , 可取 平均 截留 率 作 估算 。 若 变化 较 大 , 则 应 在 实验 过 
程 中 多 测 几 个 截留 率 ,进行 分 段 平均 处 理 ,一般 来 讲 , 对 于 欲 浓缩 的 生物 产品 ,其 截留 率 均 很 高 
(>98%), 故 采用 初始 截留 率 或 平均 截留 率 即 可 ;但 若 考虑 在 浓缩 的 同时 要 有 纯化 作用 , 则 必 
须 考 虑 各 组 分 截留 率 变化 情况 ,以 便 估算 。 

v) 特定 组 分 产 率 了 的 计算 


R—1 
r=(%2) (6--2) 


c) “平均 透水 率 了 的 估算 ` 
J —J,4-0. 33(,—J,) (6-3) 
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式 中 ,是 在 预定 浓度 时 的 膜 的 透水 率 ;J; 是 原液 循环 时 的 稳定 透水 率 。 
d) 需要 的 膜 面积 8 的 估算 
Vo—V 


Jt 

AH t 为 预计 处 理 时 间 Cn)。 

一 般 而 言 , 实 际 应 用 的 膜 面积 应 是 计算 的 膜 面积 的 1. 5 一 2. 0 倍 ,因为 测定 透水 率 的 时 间 
与 长 期 应 用 相 比 太 短 。 | 

在 生物 工程 应 用 中 ,有 时 虽然 目标 产物 浓度 或 活性 达到 应 用 要 求 ， a 
偏 高 ,必须 加 水 (或 缓冲 液 ) 稀 释 ,然后 再 超 滤 浓缩 ,以 降低 小 分 子 含量 。 这 一 过 程 有 人 称 之 为 
"3E UE" (diafiltration? 。 透 滤 和 浓缩 一 样 , 有 两 种 操作 方式 : MM 6-31, Æ] 6- 
32. d 6 — 330 , OP [B] RIS E ERK IKER 53 ARER E ABERE UE ETT 2 次 
稀释 浓缩 操作 后 ,溶质 浓度 C 为 : 


cec (6—5) - 
式 中 ,C6 为 第 一 次 稀释 后 的 初始 浓度 ;V 为 稀释 后 的 体积 ;V。 为 浓缩 后 的 体积 n 为 稀释 次 数 ; 
R 为 膜 对 某 组 分 的 截留 率 。 
假如 每 次 加 水 体积 和 截留 率 有 变化 , 则 可 用 方程 (6 一 6) 计 算 。 
MM NES 
式 中 ,0 〇 1 为 第 一 次 稀释 浓缩 比 ; O: 为 第 二 次 稀释 浓缩 比 , 依 次 类 推 。 当 采用 连续 透 滤 时 , 则 定 
义 稀释 体积 比 Vo 为 ， 


Vp 
式 中 ,V6 为 透 过 液 总 体积 ;Vo 为 料 液 初始 体积 。 
某 一 时 间 某 组 份 浓 度 C 为 : 
C =0 pe "»0-9 (6—8) 
TER Y 为 : 
y —e-"»ü0-5 (6—9) 
水 
以 s 加 水 体积 ^, 渗透 
xg 液体 积 图 6- 32， 半 连续 间歇 透 滤 示 意图 
积 


F 输液 泵 


11i 


16-33 加 水 连续 透 滤 示 意图 


表 6-10 某 些 系统 的 ce 值 


材 料 Ce 参考 文献 
脱脂 生 奶 22% 蛋白 质 29 
20% ~22% 26 
20% . 27 
25% . 28 
ZJETE (596 RD 9—114 EAR 30 
大 豆 茜 肥 物 105 EAR 31 
脱脂 大 豆 粉 萃取 物 2096-2596 蛋白 质 32 
A 清 30% 25 
20% 29 
28.5% — 33 
人 血清 蛋白 4496 34 
24% 35 
28% 34 
免疫 血清 球 蛋 白 19% 35 
牛 血清 蛋白 30% 34 
20% 36 
红血球 Porcine 45% 27 
Porcine Bloox Plasma 35% 37 
明 胶 20% ~30% ` 36 
30% . 38 
鸡蛋 白 40% 36 
人 血浆 60% 36 
人 血 (HCT —21) 28.7% 39 


当 一 种 溶液 需要 浓缩 和 连续 脱盐 时 ,在 稀 溶 液 脱盐 时 虽然 透水 率 高 ,但 要 处 理 的 体积 也 

大 ,最 终 还 要 把 产物 浓缩 到 一 定 浓度 。 若 浓缩 到 需要 浓度 , 则 可 能 因 浓 度 过 高 透水 率 过 低 , 使 

脱盐 时 间 太 长 。 假 定 浓缩 过 程 中 传 质 系数 不 变 , 溶 质 被 全 部 截留 (8 一 1) 和 该 溶质 饱和 溶解 度 

Ce 不 变 , 则 可 用 Mg 等 人 提出 的 下 式 计算 脱盐 时 最 佳 溶质 浓度 (C8 )。 当 然 若 希望 浓缩 的 溶质 
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浓度 小 于 ce, 则 不 必 考 虑 上 述 问 题 。 
Cz = ' (6—10) 


表 6-10 给 出 某 些 蛋白 质 的 ce 值 。 


第 七 节 超 渡 亲 和 纯化 “0 


随 着 基因 生物 工程 的 发 展 ,具有 高 分 高 效率 的 大 规模 初 分 离 手段 需求 日 益 迫 切 , 虽 然 超 滤 
分 级 已 显示 其 特点 ,但 其 纯化 效率 尚 较 低 。 众 所 周知 , 亲 和 色 谱 是 纯化 基因 工程 产品 的 关键 手 
段 , 它 具 有 极 高 的 纯化 效率 ,但 它 的 致命 弱点 是 处 理 量 小 ,工业 化 困难 ,载体 制备 昂贵 。 而 超 滤 
杀 和 分 离 技术 则 把 超 滤 技术 的 优点 与 亲 和 技 术 的 优点 结合 起 来 , 它 具 有 分 离 纯化 效率 高 和 易 
于 大 规模 工业 化 的 优点 ,其 基本 原理 示 于 图 6 34。 它 基本 包括 以 下 4 个 步 又。 


| 半日 Y Uw 


Oe Oi 


U g 了 g 
We " w m» et “| ”图 6-34 超 滤 亲 和 纯 化 原理 图 


/S| 出 + w 
POM M 
d a "e e E a 1 (> [| 
" m M . . e. 3 
» A Agqa 工 
类 和 结合 | Wk 解 离 i 


COO 亲 和 结 合 阶段 把 去 除 颗 粒 物 后 的 粗 料 液 与 大 分 子 亲 和 基 混 合 , 大 分 子 亲 和 基 与 欲 
分 离 的 生物 产品 分 子 有 选择 地 发 生 亲 和 结合 ,形成 高 分 子 量 的 复合 物 。 

C) 洗涤 阶段 用 选择 合适 截留 分 子 量 的 超 滤 膜 进行 透 滤 , 由 于 复合 物 分 子 量 远 大 于 溶 
液 中 其 它 成 份 的 分 子 量 ,所 以 仅 复合 物 被 截留 而 得 到 纯化 。 

D 解 离 阶段 采用 加 入 低 分 子 亲 和 基 或 改变 溶液 条 件 ( 如 pH 值 、 离 子 强度 ) 等 方法 使 
复合 物 解 离 ,并 进行 超 滤 。 解 离 下 的 产品 分 子 透 过 膜 ,进一步 采取 浓缩 、 纯 化 方法 便 得 到 产品 。 
l (4) 再 生 阶 段 ” 解 离 后 的 大 分 子 亲 和 基 溶 液 用 超 滤 方 法 除去 低 分 子 亲 和 基 或 使 溶液 条 
件 恢复 原始 状态 ,以 备 再 用 。 

在 实验 时 ,要 考虑 如 下 几 点 。 

D 大 分 子 亲 和 基 要 尽量 选择 分 子 尺寸 大 的 ,因为 可 以 选择 尽量 大 孔径 的 膜 ,从 而 可 以 
完全 去 除 杂 和 蛋白 质 并 有 高 的 透水 量 , 使 洗涤 时 间 缩 短 。 

(2) ” 亲 和 结 合 是 一 种 平衡 过 程 ,如 图 6 一 35 所 示 。 显 然 ,P 可 以 透 过 膜 。 


= 一 图 6-35 亲 和 结 合 的 平衡 过 程 


因此 会 使 平衡 向 左 移动 , 若 洗 并 时 间 太 长 ,产物 损失 也 就 严重 ,所 以 在 保持 复合 物 截留 率 
的 前 提 下 希望 用 高 透水 量 膜 。 
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(3)” 亲 和 结合 强度 要 适中 。 亲 和 结合 强度 太 弱 ,游离 态 产 物 多 ,洗涤 时 损失 严重 。 若 结 合 
KEH ,会 给 解 离 带 来 困难 ,并 且 采 用 苛刻 条 件 解 离 会 使 产品 失 活 。 

Mattiasson 等 人 用 死 酵母 作 大 分 子 亲 和 基 超 滤 亲 和 分 离 Concanavalin A 。 由 于 
Concanavalin A 分 子 量 为 102 000, 他们 采用 1 000 000~3 000 000 截留 分 子 量 膜 。 小 分 子 亲 
和 基 是 用 葡萄 糖 。 解 离 液 再 用 截留 分 子 量 为 75 000 的 超 滤 膜 浓缩 ,除去 小 分 子 亲 和 基 , 可 得 相 
当 纯 的 产品 ,结果 示 于 图 6- 36。 由 图 可 知 ,第 一 个 峰 是 洗涤 液 峰 ,虽然 蛋白 质 含量 很 高 ,但 生 
物 活性 很 低 。 第 二 个 峰 是 解 离 液 峰 ,生物 活性 很 高 ,证 明 分 离 效果 很 好 。 一 个 连续 亲 和 超 滤 分 
离 流 程 示 于 图 6 一 37, 其 中 洗涤 、 解 离 和 再 生 用 的 膜 组 件 一 样 , 而 浓缩 用 的 组 件 截留 分 子 量 要 
小 于 产物 分 子 量 。 l 


ng / ml 


0.3 


吸收 强度 (280mm) 
ConcanvalinA lf 


. 0 o 
0 50 100 150 


级 分 数 


图 6 一 37 连续 超 滤 亲 和 纯化 示意 图 


第 八 节 膜 反应 器 


用 酶 或 微生物 作为 催化 剂 进行 化 学 或 生物 转化 已 在 有 机 化 工 、 食 品 工业 、 医 药 和 其 它 生物 
工程 中 越 来 越 广 泛 地 得 到 应 用 .但 在 常用 的 传统 间 歌 式 反 应 占 中 , 酶 或 微生物 是 处 于 游离 或 溶 
解 状态 ,存在 如 下 缺点 。 

O 由 于 有 开 、 停 过 程 , 设 备 利 用 效率 低 。 
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(2) 生产 能 力 低 , 从 而 设备 费用 高 。 

(D 不 同 批 次 产品 质量 有 一 定 变化 。 

(4) ”在 反应 结束 时 , 需 分 离 酶 或 微生物 ,或 者 使 其 失 活 ,因而 增加 了 费用 。 

€) 由 于 用 的 生物 催化 剂 浓度 较 低 , 且 有 时 有 产物 抑制 效应 ,所 以 完成 反应 时 间 长 。 

若 采 用 固定 化 酶 , 则 有 如 下 优点 。 

(1) 可 发 展 更 有 效 的 连续 工艺 。 

OD 国定 化 酶 可 反复 使 用 多 次 ,降低 了 酶 的 费用 。 

(3) 具有 更 好 的 工艺 控制 能 力 。 

(4) 可 提供 质量 稳定 的 产品 。 

(5) 总 反应 速率 较 高 。 

但 也 有 如 下 缺点 。 

(OD 在 酶 固定 化 时 , 酶 活性 往往 会 损失 ,根据 不 同 酶 与 不 同 固定 化 方法 ,损失 率 可 从 
10% 到 90%. 

(2) 酶 与 基 物 反应 时 ,会 因 空间 位 阻 或 扩散 困难 而 影响 酶 活性 发 挥 作用 。 

(3) 固定 化 费用 较 高 等 。 . ' | l 

酶 固定 化 的 方法 有 包 埋 .胶囊 .离子 交换 、 表 面 吸附 、 交 联 、 共 聚合 反应 和 共 价 键 固定 化 等 ， 
它们 各 有 其 优 缺 点 ,但 总 的 来 讲 , 酶 活 利用 率 较 低 , 且 再 生 困 难 。 近 年 来 ,人 们 越 来 越 对 用 膜 把 
酶 或 微生物 限制 在 一 定 范围 做 成 膜 反应 器 给 予 极 大 重视 。 因 为 它 克服 了 固定 化 酶 存在 的 缺点 ， 
而 且 操 作 比 较 简 单 ,可 以 建立 数学 模型 进行 计算 及 选择 不 同 截留 分 子 量 膜 以 适应 不 同 基 物 与 
产物 的 要 求 。 当 酶 或 微生物 失效 后 ,更 新 容易 。 

连续 搅拌 式 膜 反应 器 ( Continuous Stirred Tank Reactor, CSTR) 从 结构 和 操作 方式 上 
可 分 为 3 类 :一 种 是 死 端 池 (DESC) (图 6 一 38); 另 一 种 是 Porter 等 人 提出 的 循环 流动 型 反应 
器 (图 6-39) (CCSTR); 第 三 种 是 阻塞 流 式 中 空 纤维 膜 反 应 器 (图 6 — 40. B 6 - 4D, XET BT 
者 ,通常 适用 于 实验 室 进 行 特定 操作 原理 性 实验 或 酶 作用 机 理 研究 . 它 的 主体 实际 上 是 一 个 杯 
型 超 滤 器 ,池子 既 作 为 反应 器 ,又 作 分 离 器 。 酶 或 微生物 溶液 放 在 超 滤 器 7 中 混合 。 基 物 则 放 
EER 5 中 ,在 气体 压力 下 不 断 输送 入 7 中 ,与 酶 混合 接触 反应 ,产物 不 断 透 过 膜 到 产物 收集 
器 13 。 尽 管 超 滤器 中 装 了 磁力 搅拌 子 , 使 溶液 混和 均匀 并 产生 一 定 速度 ,但 流动 状态 仍然 较 
差 , 所 以 浓 差 极 化 严重 ,尤其 当 基 物 是 大 分 子 时 更 严重 ,甚至 易 形 成 凝 胶 层 。 这 就 带 来 两 个 问 
题 :一 是 降低 了 分 离 速度 ;二 是 由 于 在 凝 胶 层 中 酶 的 构象 变化 及 与 基 物 接触 机 会 少 ,从 而 影响 
酶 活 反 应 效率 与 降低 生产 能 力 。 


图 6 一 38 死 端 池 搅拌 式 膜 反应 器 示意 图 
1 一 气 源 ;2 一 压力 计 ;3 一 气 阀 ;4 一 三 通 阀 ; 
5 一 基 物 贮 拱 ;6 一 放 气 安全 阀 ;7 一 反应 池 ; 
8 一 磁力 搅拌 子 ;9 一 膜 ;10 一 安全 闪 ;11 一 恒温 水 浴 ; 
12 一 水 浴 找 拌 器 ;13 一 产物 收集 器 ;14 一 恒温 加 热 器 
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图 6-39 循环 流 式 膜 反 应 器 


图 6-40 管 式 中 空 纤维 膜 反 应 器 示意 图 


图 6 一 41 杯 式 中 空 纤维 腊 反 应 器 示意 图 


循环 流动 型 反应 器 具有 如 下 优点 。 
O 反应 器 与 分 离 器 是 分 开 的 ,因此 具有 更 大 适应 性 。 可 在 反应 器 中 调节 合适 混合 速度 
”以 得 到 最 佳 反应 速率 ,而 在 分 离 器 中 控制 料 液 流 速 以 减 小 浓 差 极 化 。 

(2) 可 用 于 基 物 分 子 量 与 生物 催化 剂 分 子 量 在 同一 数量 级 时 的 反应 ,产生 的 小 分 子 产物 
可 连续 除去 。 

D 可 以 任意 调节 反应 器 与 分 离 器 大 小 之 比 , 以 控制 稳 态 操作 条 件 。 

(4) 有 较 大 生产 能 力 。 

Cheorygan 等 人 "提出 串联 使 用 设计 。 

当 基 物 与 产物 都 是 小 分 子 时 , 均 能 扩散 透 过 膜 , 则 可 采用 第 三 类 反应 器 。 烧 杯 式 中 空 纤维 
膜 反 应 器 , 既 可 把 生物 催化 剂 放 在 纤维 膜 外 面 (烧杯 里 ), 又 可 把 生物 催化 剂 放 在 纤维 膜 内 腔 。 
而 对 于 中 空 纤维 管 式 反应 器 ,通常 把 生物 催化 剂 放 在 党 体 侧 ,纤维 膜 内 腔 流 基 物 溶液 。 此 类 反 
应 器 的 特点 是 : 

(1) 生物 催化 剂 装填 浓度 可 以 很 高 ,而 体积 很 小 。 

《2) ”可 用 很 细 的 中 空 纤 维 膜 组 件 ， 从 而 可 得 到 很 大 的 传 质 表面 积 。 

O 当 酶 或 微生物 失 活 后 ,很 易 清 洗 更 换 。 

一 些 用 膜 反 应 带 研 究 酶 反应 的 示例 列 于 表 6 一 11。 

116 


表 6-11 用 膜 反应 器 研究 酶 反应 的 一 些 示例 


酶 或 基 物 反应 器 类 型 

Acylase (酰基 转移 酶 ) HFER 
Alcohol! dehydrogenase (EX NE HFER 44 
Alfalfa protein with proteases (S H BEZK AE Ei 45i 3 ERO - DESC 45 
Cellulose hydrolysis with cellulase (纤维 素 栈 水解 纤 维 素 》 DESC 46 
Recycle 47 
Cellobiose hydrolysis with 8 一 siucosidase ( 葡 糖苷 酶 水 解 纤维 B-- 二 糖 ) DESC 48 
DESC 49 
Cottonseed protein with pepsin and molsin (H 3E E34 MEXK AC TE ED Break HFER 50 
Fumaric acid hydrolysis using fumarase or aspartase DESC 51 

( 富 马 酸 酶 或 天 冬 酶 水 解 富 马 酸 ) 

B—galactosidase (lactase:hydrolysis of lactose or ONPG) HFER 52 
BEAR P CPLBERE : TUBDK MES, ONPG)) HFER 53 
HFER 54 
Recycle 55 
Glucose isomerase (葡萄糖 异 构 酶 ) HFER 56 
Lipase; synthesis of glycerides (出 肪 酶 :甘油 酯 的 合成 》 . Psrallel Plate 57 

` Recycle 
Maltose hydrolysis (麦芽 糖水 解 ) HFER 58 
Soy protein hydrolysis; Pronase, Alcalase CX Ej EEKE: BEAM) Recycle 59 
Starch hydrolysis; B—amylase (淀粉 水 解 :6 一 淀粉 酶 ) Recycle 58 
f DESC 60 
Mixture of amylases〈 混 合 淀粉 酶 ) DESC 61 
Gljucoamylase( 葡 糖 注 粉 酶 ) Tubular 62 
DESC 63 


DESC JEMHREE NE FE :纤维 捕 集 ; HPER ;中空 纤 维 腊 酶 反应 器 ;Recyle: 循 环 式 。 
第 九 节 ” 电 渗 析 与 反 渗 透 的 应 用 


电 渗 析 与 反 渗透 技术 已 被 大 规模 用 于 海水 、 苦 威 水 淡化 ,并 与 离子 交换 技术 、 微 滤 和 超 滤 
结合 用 于 电子 工业 超 纯 水 制备 ,因此 生物 工程 中 用 的 纯 水 ,医药 工业 用 的 注射 用 水 及 血 透 中 用 
的 纯 水 均 可 用 离子 交换 技术 与 凡 种 膜 分 离 技 术 组 合 制 备 。 反 渗透 还 可 用 于 分 子 量 为 几 百 的 氨 
基 酸 的 浓缩 。 电 渗析 可 用 于 和 蛋白质、 氨基 酸 及 多 糖 的 脱盐 。 另 一 个 重要 的 应 用 是 该 技术 可 根据 
各 种 氨基 酸 等 电 点 的 差别 来 进行 分 离 纯 化 。 图 6 一 42 给 出 不 同 氨基 酸 迁 移 示 意图 . 开始 时 ,把 
氨基 酸 放 入 中 间 室 ,根据 等 电 点 调 好 pH 值 ,这 样 有 的 氨基 酸 为 中 性 ,一 些 荷 负电 , 另 一 些 则 荷 
正 电 ,中 性 者 仍 在 中 间 室 ,而 荷 负 电 、 荷 正 电 者 各 向 阳极 与 阴极 迁移 ,从 而 达到 分 离 目的 。 例 如 
过 -两 氨 酸 和 志 - 天 门 冬 酰胺 酸 , 前 者 等 电 点 为 6. 1, 后 者 为 2. 98. 把 二 者 混和 物 放 入 中 间 室 ,可 
得 到 很 好 的 分 离 (图 6 - 43) 。 
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C A C A 
! ! [c] : ®© : 
meo: ZH tH i 
H ， QH | 
"'R-C-COO -C-COO in-C-COOH 
Dow, | NH | Na | 
! | : : 5 10 1520 5 10 15 20 5 101520 
i | : | 时 间 ,min 时 间 , min 时 间 ，min 
pH IP pH=IP pH. IP | 
图 6-42 氨基 酸 迁移 示 意图 图 6 一 43 各 种 氨基 酸 在 不 同室 中 不 同时 间 时 的 
C 一 阳离子 交换 膜 ， A 一 阴离子 交换 膜 ; 下 一 等 电 点 相对 浓度 


AL -再 氨 酸 ,IP= 二 6. 10, .. 1L 一 天 门 冬 酰胺 ,IP — 2. 00; 
pH 一 4.0， 1.5mA/cm? 
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附录 6-1 国外 超 滤 膜 生产 厂家 及 膜 性 能 


水 透 过 系数 MWCO idikas 
厂 名 类 型 ”化 学 组 成 人 AMAT ea "mi. MPa) GEARS pH 温度 EJ Cl 
C MPa X10-5 
ABCOR HFA CA P 14 15 2-—8 50 90.5 2 
T 14 15 2—8 50 04 2 
HFD  PA(D P 14 8 2—12 80 %5 0 
T 35 | 8 2—12 — 80 0.4 0 
HEFM —100 PVDF P 18 10 0.5—13 90 — 0.6 10 
T 59 10 0.5—13 90 04 10 
ABCOR HFM-180 PVDF P 18 18 0.5—13 90 0.6 10 
HFM —251 T 70 18 0.513 90 0.4 10 
HFK ? P 18 5—10 2—14 90 06 
T 60 57-10 2—14 90 — 0.4 
AMICON YCO 5 1 P 2 0.5 
YM 2 RC P 1 1 
5 4 5 
10 6 10 2-11 75 05 
30 50 30 
AMICON PM 10 PS P 100 10 1.5—18 75 
30 300 30 
XM 50 60 50 0. 4 
XM100A Dynel P 250 100 1.5~13 50 01 
X300 250 300 0.1 
AMICON P1 H.F. Ci. D 10 1 
2 a. 0 10 2 
ROMICON 5 C1. 1/0. 5) 20 5 
10 PS (1.1/0.5/0.2) 30 10 1.5~13 75 L8 
30 .1) 30 30 
50 a. D 50 50 
100 «0. 5/1. 1) 60 100 
X 50 (0. 5/0. 2) 30-60 50 
ROMICON 100 Dynel (0. 5/0. 2) 30~60 100 L9 45 L8 
cx REX an 
ES 
HL -HC 
ASAHI iy PAN HF(0.75) 10~70 6~50 2—10 50 29 
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水 透 过 系数 diaii 
i MWCO -一 一 一 
厂 名 类 型 ”化 学 组 成 结构 形式 @ pH 温度 压力 CI 


m?/(d'm?* MPa) 道 尔 顿 X10: 


PS 3~6 
BERGHOF- 0.5 0. 8 0.5 
/NUCLE- BM1 P 1.5 1 
PORE  ZA5 7 5 
10 PA P 10 10 2—12 80 0 
50 32 50 
100 55 100 
BPR 2 PA HF 2.5 2 8 
或 A 10 (0. 6/1.1) 30 . 10 2—12 80 02 0 
50 60 50 
F5 P 7 5 
10 10 10 
50 60 50 
100 AREH P 90 100 1—14 130 高 
300 200 300 ` 
500 250 500 
1000 400 1000 
NUCLE- C0.5 0.8 0.5 
PORE 1 1.5 1 
5 8 5 
10 改 性 纤维 素 P 16 10 2—10 90 0 
20 25 20 
50 . 80 50 
100 160 100 
DAICEL DUY -NH 5 5 30 
DUY-H PAN T 10 10 45 10 
DUY —M 16 20 10 
DUY-L (14. 5) 26 40 10 
DUS 一 40 RMA T 40 40 90 — 10 
PLS 一 HHA 3 5 
PLS 一 HA PAN P 6 10 45 10 
PLS—MA .12 20 
PLS 一 LA 20 40 
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水 透 过 系数 MWCO EAR 
厂 名 类 型 FARO ARERO Vim -MPa 道 尔 顿 X10 pH 温度 ”压力 Ci 
. C MPa X10-° 
D.D.S CA 600P CA P 10 20 2~8 50 1 20 
800P 5 8 2 一 8 50 2 20 
GR 51PP 24 50 1 200 
60PP PS P 18 25 113 80 1 50 
61PP 24 20 1.5 200 
81PP 12 6 1.5 200 
FS 50PP 20 ! 30 1 
61PP 2 P 20 20 1-12 80 1 高 
81PP 、12 6 1.5 
GS 61PP 18 20 
~ 81PP ? P 18 6 17-13 80 1.5 
90PP 7 1.5 2 一 12 60 2.0 
DESALI 一 A CA P 3~9 40 
NATION 
SYSTEM E VPE RE 1-13 100 
DORR — C 2 1 
OLIVER l 5 CA P 5 3.5—10.5 75 
10 10 
30 30 
D 50 50 
100 — DYNEL P 100 2 一 12 60 
300 . 300 
S 10 PS P 10 1 一 13 75 
30 30 
KALLE TU AF20 CA T 2 一 100 2—8 40 2 
AG20 P ` 
TU AK30 PA P 20~100 2~12 60 1 
AL30 T 
TU AN4. PS P 8 一 25 ”1~14 90 1 
AO4. T 
MIL — PT GC P 48 10 i 
LIPOR TK PS 30 ] 一 4 0.7 50 
HK 4 120 > 100 
MT PS AC 8 1 
LIPOR 
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水 透 过 系数 MWCO 
Oz ERO 
三 名 类 型 FARO 结构 形式 m3/(q "mz?。MPa) ， 道 尔 顿 X103 pH 温度 压力 cl 
` C MPa  X10-*$ 


MIL — PS ED 1 P 16 25 2 一 10 
LIPOR — PS VP 24 100 
NITTO NTU 2006 PO T(11. 5) 2 6 
2020 10 20 1-13 50 1 
2010 20 100 
. NTU 3020 PS T(11.5) 45 20 1-18 60 1 高 
NTU 4206 1.5 6 
PI T(11.5) 2—8 40 2 
4220 . 3 20 
NTU 8010 — PA HF 50 10 60 0.3 
8050 120 .' 50 
OSMO — SEPA CAO P 6 1 1.4 
NICS 20 CA 23 20 2—8 0.7 5 
50 1 0. 6 50 
PS0 PS P 12 i 0.5—13 50 
20K 46 20 
50K 50 
PI 50 PI P .0.5 0. 6 4.5—11 0 
PAT- . T2A T(12.5) 1 1 2--8 30 25 1 
TERSO  T4A CA 6 10 1 1 
CANDY T6B ? T(12.5) 3 20 2-11 60 1 10 
RHONE IRIS 303N PAN P 60 15 3 一 10 40 0. 4 高 
POU — 304 0 20 50 — 0.4 
LENC 305 ”共聚 物 100 20 3 一 10 40 0.4 高 
SAR 一 SM 1453 CTA P 60 10 4-8 50 |: 0.4 
TORIUS 4 f 20 
SFEC ”Carbosep ”无 机 T 10 10 1~13 95~120 2 高 
(ZrO /Carbon) (6) 20 或 
. (ZrO/Alumina) (15) 100 300 
TEIJIN TU 10T 36 
10L PS >- T 90 
105 | 90 90 1 
WAFILIN WFS 8010 T(14—4) 12 20 1 
6010 ? 20 35 2—12 85 07 . 100 
5010 © 40 © 100 63 ^ 
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水 透 过 系数 MWCO 


mi/(d'm?* MPa) 道 尔 顿 X103 pH 温度 ”压力 Cl 


厂 名 类 型 FARO 结构 形式 @ 


WFA 7010 ? T(14-4) 6 
5010 ? 512 2 一 10 55 一 30 
4010. 20 
3010 40 0.5 

(D PS.XSUPLOREBOVEE PAN EDDIE PA : 聚 杯 腕 ;PO RUSO ICA MRHAR ICT A :三 醋酸 纤维 素 ;PVDF E 


偏 氟 乙 烯 。 
© PART: EA. mm) ;HF :毛细管 或 中 空 纤维 式 (直径 ,mm)。 


附录 6—2 我国 研制 MF、UF、RO 膜 的 单位 


REITE 纯 水 透 过 速率 
究 单位 
Wi mi/ Cem? i h) 
北京 环保 所 CA PS PSA ES 
PS PSA PI PVC 
北京 工业 大 学 
Sbs 等 
CA PS CNCA PDC 
中 科 院 生态 环境 研 
PEEK SPS PAN 等 
究 中 心 
复合 膜 
中 国电 子 工业 设计 
院 
中 国 纺织 大 学 
(上 海 ) 中 空 纤维 
中 科 院 大 连 化 物 所 | PS PSA PA RAR 5000~100000 UF | 中 空 纤维 , 卷 
式 , 平 板 
兰州 铁道 学 院 CA PS 10000 一 60000 27(196kPa) 管 式 
无 锡 化 工 研究 院 RM E 
3 一 4(98kPa) zit 
天 津 腊 分离 工 程 研 T UE | 中 空 纤维 
究 所 (天 纺 ) 
20(78kPa) 
PS PAN 70000 EAS 
上 海原 子 核 研 究 所 10000— 60000 | ur | 管 式 ， 板式 
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截 贸 分子量 纯 水 透 过 速率 
ax 
"MN € omm dmm |r] ii 


上 海 医 疗 器 械 研 究 UF AIH 
所 中 空 纤维 
国家 海洋 局 杭州 海 | CA CTA 10000~60000 MFUF | 平板 , 卷 式 , A 
洋 二 所 复合 膜 (0. 1— 100m) RO | 简 , 中 空 纤维 
中 科 院 广州 化 学 所 | CA CNCA 10000~60000 | -| 
核 工业 部 上 海 第 八 

(0. 2—10um) 
研究 所 
冶金 研究 院 PVC CA . UF BE 


空军 北京 医院 CA 30000— 60000 
中 国 科学 院 高 能 物 PC (0.17100) 
理 研 究 所 


轻工业 部 环境 保护 | PAN UF | 平板 
研究 所 PAN 合成 


附录 6-3 ”我国 RO、UF、MEF 膜 、 组 件 、 装 置 生产 单位 


(1989. 11) 
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SUE ”生物 大 分 子 的 色谱 分 离 和 纯化 


KES uu A 
(西北 大 学 化 学 条 现代 分 离 科 学 研究 室 ， 西 安 ，710069) 


从 现代 分 离 科 学 理论 计算 得 出 ， 色 谱 和 电泳 是 目前 所 知 最 好 的 两 种 分 离 方 法 ， 其 塔 板 数 
可 达 百 万 数量 级 "2 。 但 是 , 因 受 各 种 因素 的 限制 , 电泳 目前 尚 不 能 用 于 生产 规模 的 生物 大 分 
子 的 分 离 和 纯化 中 ,这 就 是 人 们 把 分 离 和 纯化 生物 大 分 子 (包括 蛋白 质 、 酶 、 核 酸 、 多 糖 等 ， 
以 下 简称 蛋白 ) 的 研究 重点 放 在 色谱 上 的 原因 。 从 生物 化 工 、 基 因 工 程 等 生产 观点 出 发 ， 对 
于 那些 与 人 类 健康 密切 相关 的 治疗 、 诊 断 蛋 白 而 言 ， 重 点 又 放 在 大 规模 制备 色谱 技术 上 。 从 
多 数 蛋 白 纯 化 工艺 来 讲 ， 色 谱 是 产品 包装 前 的 最 后 纯化 工序 ， 换 句 话 讲 ， 在 用 色谱 纯化 之 前 
须 经 其 它 方法 的 预 分 离 ， 如 用 硫酸 匀 沉 淀 法 以 除去 大 部 分 杂 和 蛋白 和 进行 一 些 其 它 的 处 理 ， 如 
蛋白 复 性 等 工艺 所 。 但 是 , 近 几 年 陆续 出 现 了 全 色谱 分 离 和 纯化 治疗 蛋白 的 工艺 , 使 人 们 对 于 
加 宽 制 备 色谱 应 用 范围 的 研究 更 趋 活 跃 。 

纯化 蛋白 的 设备 和 生产 成 本 相当 昂贵 ,以 致 在 基因 工程 生产 治疗 蛋白 的 生产 总 成 本 中 ,分 
离 和 纯化 要 占 60% 一 80% 。 尽 管 如 此 ， 与 治疗 蛋白 每 克 干 万 元 的 销售 价格 相 比 ， 制 备 色谱 法 
仍 是 一 个 可 以 接受 的 技术 ， 而 且 ， 因 色谱 技术 的 可 塑性 很 强 ， 如 果 应 用 得 当 ， 其 成 本 可 以 成 
倍 地 降低 ， 从 而 获得 巨大 的 经 济 效益 ， 所 以 色谱 分 离 和 纯化 蛋白 技术 已 成 为 目前 许多 生产 基 
因 工 程 产品 公司 进行 商业 竞争 的 热点 。 

当然 ， 在 蛋白 纯化 工艺 中 ， 色 谱 工 序 用 得 越 多 ， 愈 接近 全 色谱 纯化 工艺 ， 所 遇 到 的 困难 
就 愈 多。 这 是 因为 要 考虑 色谱 所 分 离 出 的 杂 和 蛋白 的 种 类 和 量 要 比 传统 方法 多 得 多 ， 这 类 杂 蛋 
白 可 能 有 HUS. WEE. CCDNA, y -DNA, 、 不 准确 转化 蛋白 和 糖化 、 氧 化 产物 、 聚 集体 和 
与 目标 产品 有 类 似 构象 的 异 构 体 等 ， 以 及 某 些 蛋 白 的 复 性 工序 所 带 入 的 新 杂质 。 

色谱 技术 范围 是 如 此 之 宽广 ， 用 于 分 离 和 纯化 基因 工程 和 其 它 来 源 的 蛋白 种 类 又 是 如 此 
之 多 ， 在 有 限 的 篇 幅 内 全 面 介 绍 和 评述 其 新 近 发 展 是 不 可 能 的 。 本 文 着 重 介绍 基因 工程 生产 
的 治疗 蛋白 工艺 和 在 分 离 和 纯化 中 应 用 最 多 的 几 种 色谱 方法 以 及 有 关 理 论 。 

可 依 在 分 离 时 一 次 进 样 量 的 多 少 , 将 色谱 分 为 分 析 (<10mg)、 中 等 规模 制备 亦 即 半 制 备 
(10—50mg), jÆ (0. 1 一 10g) 和 工业 生产 (20g/d) 规模 4 大 类 中 。 当 然 , 这 并 不 是 说 在 
蛋白 纯化 进程 中 用 中 等 规 筑 制备 和 制备 色谱 就 不 能 解决 工业 生产 中 的 问题 .例如 ,年 产 10g 合 
格 的 干扰 素 , 其 产值 高 达 1 亿 元 ， 这 是 一 个 不 小 的 产值 ， 但 不 一 定 要 用 工业 色谱 ， 若 用 制备 ， 
甚至 中 等 规模 制备 色谱 就 足够 了 。 本 文 着 眼 于 生产 方面 , 故 仅 阐述 与 后 3 种 色谱 有 关 的 内 容 ， 
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与 分 析 色 谱 相 比 ， 制 备 色谱 有 其 独特 之 处 。 前 者 希望 进 样 量 愈 小 愈 好 ， 检 测 灵敏 度 愈 高 
人 鳃 佳 ， 因 此 ， 出 现 了 当今 的 微型 毛细 管 柱 色谱 。 而 后 者 则 要 求 进 样 量 愈 大 愈 好 ， 使 得 在 色谱 
柱 大 小 一 定 的 条 件 下 ， 可 分 离 和 纯化 较 多 的 目标 产品 。 另 外 ， 与 小 分 子 物质 的 分 离 相 比 ， 生 
物 大 分 子 的 色谱 分 离 又 有 不 同 之 处 。 一 个 鲜 为 人 知 的 事例 是 前 者 的 分 离 好 坏 与 柱子 的 理论 堪 
板 数 有 关 ， 而 理论 板 数 则 对 后 者 的 分 离 效果 并 无 显著 的 影响 。 这 反映 小 分 子 与 大 分 子 的 保留 
机 理 是 有 差别 的 。 

用 液 相 色谱 分 离 和 纯化 蛋白 质 是 在 液 - 固 界 面 上 进行 的 , 因此 , 首先 应 了 解 的 是 蛋白 质 在 
液 - 固 两 相间 的 分 配 和 在 固定 相 表 面 上 的 吸附 等 温 线 。 

当 液 相 中 蛋白 浓度 很 低 时 , 在 液 - 固 两 相间 蛋白 分 子 分 配 达到 分 配 平衡 时 , 在 流动 相 中 蛋 
白 平衡 浓度 很 低 。 这 时 溶质 的 分 配 系 数 可 近似 地 看 作 是 一 个 常数 ， 即 在 固定 相 上 吸附 的 蛋白 
浓度 与 流动 相 中 的 浓度 成 正比 。 相 反 地 ， 如 果 液 相 中 蛋白 质 浓度 很 高 ， 蛋 白 在 两 相间 的 分 配 
系数 可 能 不 再 接近 一 个 常数 ， 而 是 流动 相 中 蛋白 浓度 的 函数 。 如 果 用 物理 化 学 中 吸附 等 温 线 
来 表示 , 则 在 众多 的 吸附 等 温 线 中 中 ,Langmuit 型 吸附 等 温 线 常用 来 描述 前 者 ; 而 Freundlich 
型 吸附 等 温 线 常 被 认为 是 描述 后 者 几 种 公式 中 的 一 个 经 验 公式 。 但 是 ， 因 Freundlich 型 吸附 
等 温 线 不 能 从 理论 上 推导 出 来 ， 式 中 各 项 的 物理 意义 亦 不 清楚 ， 使 其 应 用 受到 限制 。 一 个 新 
近 的 研究 结果 表明 ， 依 据 溶质 、 溶 剂 和 吸附 剂 三 者 之 间 的 各 种 相互 作用 的 5 个 热力 学 平衡 所 
推导 出 来 的 液 ~ 固 体系 中 的 溶质 计量 置换 吸附 模型 [是 比 Langmuir 模型 为 佳 的 一 个 理论 模 
型 。 它 的 核心 是 : 当 一 个 溶质 分 子 被 吸附 剂 吸附 时 ， 在 溶质 分 子 和 吸附 剂 接触 表面 之 间 必然 
会 释放 出 一 定 计量 数目 的 溶剂 分 子 。 而且, 该 模型 又 能 从 理论 上 推导 出 Freundlich AR”, 并 
可 表示 为 ， 
lgPLD wm w=p— (Q/Z) Ig [PD.] (7 一 1) 
OÓ 式 中 [PLD mo] 表示 在 吸附 剂 表 面 上 溶质 的 浓度 (m mol/m?)， 它 是 以 深 剂 D) - 


溶质 P -吸附 剂 Qo 的 “三 元 络 合 物 ”形式 存在 的 ; [PD。] 为 溶剂 化 溶质 在 溶液 中 的 平 
WME (mol/L); Z 为 当 1mol 吸附 剂 溶质 被 吸附 时 ,在 溶质 分 子 与 吸附 剂 的 接触 表面 处 释放 
出 溶剂 分 子 的 摩尔 数 ;4 " 为 在 此 计量 置换 过 程 中 从 吸附 前 表面 所 妓 放 济 放 分 子 的 摩尔 数 (水 远 
KFO”, MH., | 
Z=n +4 (7—2) 
(7 一 2) 式 中 的 g 为 在 此 计量 置换 过 程 中 从 溶质 分 子 表面 释放 出 的 摩尔 数 (永远 大 于 0); (7 一 
D) 式 中 的 8 为 一 常数 , 它 包括 了 计量 置换 平衡 常数 K. 和 溶质 在 液 - 固 两 相间 的 分 配 系数 P, 
B—IgK,--n1gP ,' (7—3) 
因为 (7 一 1) RPH p, n 和 9 均 为 常数 ， 所 以 《7 一 1) 式 为 线性 方程 ， 它 的 数学 表达 式 与 
Freundlich 公式 完全 相同 。 然 而 ， 如 上 所 述 ， (7 一 1) 式 中 的 各 项 物理 意义 清楚 ， 而 且 ， 如 
(7 一 2) 式 所 示 , n 永远 是 2 的 一 个 分 数 ， 所 以 能 解释 Freundlich 线性 作 图 时 其 斜率 小 于 1 的 
原因 。 上 述 讨论 说 明了 Freundlich 公式 只 是 计量 置换 吸附 模型 的 一 个 特殊 表达 式 ， 这 就 为 非 
线性 色谱 理论 黄 定 了 牢固 的 热力 学 基础 。 
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非 线性 色谱 动力 学 描述 了 在 柱 过 载 的 条 件 下 ( 即 溶质 在 液 - 固 两 相 的 分 配 系数 不 再 是 线 型 
的 ) 色谱 带 的 扩展 方式 不 再 是 高 斯 型 的 。 这 样 形成 的 非 对 称 色谱 峰 随 着 迁移 次 数 的 增加 如 何 
改变 形状 ， 确 是 一 个 十 分 复杂 的 理论 问题 。 此 外 ， 吸 附 等 温 线形 状 变化 与 峰 形 的 关系 亦 是 非 
线性 色谱 动力 学 研究 的 重要 内 容 之 一 ,已 有 专文 介绍 趾 。 尽 管 非 线 性 色谱 理论 要 解决 的 问题 是 
如 此 的 重要 ， 但 是 ， 因 许多 微分 方程 的 难以 求 得 解析 解 和 到 目前 为 止 的 有 关 研 究 条 件 过 份 简 
单 ， 所 以 离 其 解决 制备 或 生产 色谱 条 件 最 优化 等 这 一 类 实际 问题 ， 尚 有 很 大 的 距离 。 

虽然 ,在 各 类 色谱 中 小 分 子 的 保留 机 理 有 许多 不 同 的 观点 和 模型 中 ,但 对 生物 大 分 子 在 各 
类 色谱 柱 中 的 保留 机 理 却 研究 得 不 多 。 这 是 因为 ， 这 些 众多 的 模型 中 ， 基 本 上 都 是 从 计算 分 
子 间 相互 作用 力 出 发 的 ， 这 对 于 非 线性 小 分 子 溶质 而 言 ， 还 能 解决 一 些 实际 问题 。 但 对 大 一 
些 的 极 性 分 子 就 会 遇 到 计算 不 准确 的 困难 ， 对 于 分 子 量 是 几 万 乃至 百 万 道 尔 顿 的 生物 大 分 子 
来 讲 ， 要 作 这 种 计算 则 是 望尘莫及 了 。 对 某 些 类 型 的 色谱 来 讲 ， 议 如 ， 离 子 交换 色谱 ， 对 于 
大 分 子 与 小 分 子 的 保留 机 理 基本 相同 这 一 点 是 无 可 争议 的 。 但是， 对 另外 一 些 色谱 ， 如 有 反 相 
高 效 液 相 色谱 情况 则 不 同 。 有 人 认为 大 分 子 与 小 分 子 溶质 的 保留 可 能 存在 着 相同 的 机 理 ， 在 
反 相 色谱 中 溶质 可 能 存在 着 在 流动 相 与 吸附 在 固定 相 表 面 的 吸附 层 中 的 液 相 之 闻 进 行 分 
MU, Xt Martin 和 Synge 提出 分 配色 谱 的 理论 基础 "5, 他们 俩 人 也 因此 荣获 1952 年 的 
化 学 诺 贝尔 奖 。 另 外 一 些 人 认为 ， 很 难 使 人 相信 这 种 机 理 适 用 于 生物 大 分 子 。 因 为 依据 表面 
物理 化 学 的 论点 522， 在 吸附 剂 表面 上 的 吸附 层 可 能 是 单 分 子 ， 一 个 分 子 量 高 达 数 万 甚至 几 十 
万 道 尔 顿 的 生物 大 分 子 怎么 会 在 分 子 量 小 于 一 百 道 尔 顿 的 单 分 子 层 溶 剂 和 流动 相 之 间 进 行 相 
分 配 呢 ? 即便 是 多 分 子 层 ， 例 如 ， 有 十 层 、 甚 至 上 百 层 ， 亦 难 完 全 达到 将 生物 大 分 子 完全 温 
没 在 其 中 的 这 一 要 求 。 这 样 就 排除 了 生物 大 分 子 在 反 相 色谱 中 存在 着 分 配 机 理 的 可 能 性 。 这 
一 例子 再 次 说 明 不 能 简单 地 将 小 分 子 在 色谱 柱 上 的 保留 机 理 用 于 生物 大 分 子 。 况 且 ， 传 统 的 
观点 认为 ， 不同 种 类 色谱 有 不 同 的 保留 模型 ， 而 且 每 一 类 色谱 中 提出 的 不 同 保留 机 理 又 是 如 
此 之 多 ， 以 致 在 此 无 法 选 出 其 中 的 某 些 典 型 来 进行 介绍 。 这 里 仅 介绍 一 种 新 的 、 可 适用 于 除 
尺寸 排 阻 色谱 外 的 各 类 液 相 色 谱 的 统一 的 保留 机 理 一 一 溶质 计量 置换 保留 模型 
(stoichiometric displacement model of retention, 简写 为 SDM 一 了 )t6] 。 基于 在 色谱 体系 H 
质 、 流 动 相 和 固定 相 分 子 间 的 相互 作用 ， 和 用 与 〈? 一 1) 式 相同 的 5 个 热力 学 平衡 推导 出 来 


的 液 相 色谱 中 的 SPM -R 的 总 过 程 可 用 图 7 一 1 来 表示 。 > 
A 
-吸附 
ig 7-1 和 蛋白质 的 吸附 -解析 示意 图 
该 保留 模型 的 简化 数学 表达 式 为 : 


1g£'—1g/ —Z1g [D] (7—4) 
式 中 ,&' 为 溶质 的 容量 因子 ; D] 为 流动 相 中 置换 剂 的 摩尔 浓度 ; 2 的 物理 意义 同 前 。1lg7 包 
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括 一 组 常数 ， 它 与 溶质 分 子 对 固定 相亲 和 势 大 小 有 关 ， 并 可 表示 为 : 

1g —1gK,-4-21g [Lda] 十 lg (7—5) 
LLa] 为 在 固定 相 表 面 的 平均 活性 点 与 置换 剂 相互 作用 的 平衡 浓度 ,m mol/m2i g 为 柱 的 相 比 ， 
是 一 个 与 柱 和 流动 相 性 质 有 关 的 无 量 纲 常数 ; 式 中 的 K, 与 4 的 物理 意义 与 (7 一 1) 式 一 (7 一 
3) 式 中 所 述 的 完全 相同 。 

当 (7 一 4) 式 中 的 D] 变化 范围 不 大 时 ，(7 一 5) 式 中 的 [La] 可 视 其 为 常数 ， 于 是 1g7 
就 成 了 一 个 常数 项 。(7 一 5) APH a 和 9 也 是 一 个 不 随 DD) 变化 的 常数 ， 于 是 “7 一 4 X 
中 的 1g 1 和 2 均 为 常数 ,所 以 (7 一 4) 式 就 成 了 一 个 线性 方程 式 , WRA lg’ 对 .lg [D] ER, 
便 能 得 到 一 条 斜率 为 和 、 截 距 为 1g7 的 直线 。 — 

如 果 考 虑 到 流动 相 中 能 溶剂 与 强 溶 剂 间 在 固定 相 上 的 竞争 吸附 的 第 6 个 热力 学 平衡 ， 并 
HAW [D] 的 变化 范围 很 大 时 ， 则 能 得 到 适用 于 全 浓度 范围 的 多 组 分 SDM -R 的 数学 表达 
式 "" 中 。 因 该 表达 式 无 准确 的 解析 解 ， 依 其 某 些 假定 、 简 化 和 数学 变换 的 不 同 ， 可 简化 成 许 
多 不 同 的 简化 式 。 例 如 : 

全 浓度 二 元 体系 中 的 SDM -R 表达 式 可 表示 为 : 

Ink’ —1n7,,—z21n (1 十 co [D,].)? —gln [Dan] (7—6) 

全 浓度 三 元 体系 中 的 SDM -R 的 数学 表达 式 可 写成 ， 

Ink’ —In/'/cc—2,In +a [Da,m]) 一 zzlin (lo [Dam] a [Dem D 一 gln [Da] 

一 gm [Dem] (7 一 7) 
(7 一 6) 式 与 〈7 一 7) 式 中 的 Ince, n, ga nis nas Qi. dz. 0. om、 中 均 为 常数 ; DR 
[Dam] 为 强 置 换 剂 的 摩尔 分 数 ; Dem] 为 次 强 置换 剂 的 摩尔 分 数 。 其 各 常数 的 物理 意义 请 
SR OCHO, 

从 (7 一 6) 式 和 《7 一 7) 式 还 可 以 简化 出 目前 在 各 种 液 相 色 谱 〈 除 尺寸 排 阻 色谱 ) 的 许 
多 公式 ，(7 一 4) 式 便 是 其 中 的 一 种 。 

上 述 的 SDM 一 -R 不 仅 有 其 牢固 的 物理 化 学 基础 而 且 经 实验 检验 可 适用 于 反 相 色谱 中 
BERKATE, BERR, EAER, 薄 层 和 纸 色 层 " 中 、 亲 和 色谱 中 和 
朴 水 相互 作用 色谱 2 。 此 外 ， 更 重要 的 是 用 计量 置换 这 一 概念 和 相同 的 热力 学 平衡 ， 将 多 年 
来 物理 化 学 家 和 色谱 学 家 各 自 独立 进行 研究 的 液 - 固 吸附 机 理 及 溶质 在 液 相 色谱 中 的 保留 机 
理 统一 起 来 .L.R.Snyderc9] 曾 用 该 模型 推导 出 了 30 余 种 白细胞 介 素 -2 突变 蛋白 在 反 相 高 效 
液 相 色谱 过 程 中 的 分 子 构象 变化 。 此 外 ， 还 为 用 玖 水 色谱 对 变性 蛋白 进行 复 性 和 折 释 机 理 研 
究竟 定 了 分 子 力学 基础 号。 


二 节 ”装置 和 操作 技术 


无 论 是 用 什么 类 型 ( 液 相 或 气相 )、 用 于 什么 目的 的 色谱 ， 其 装置 均 包括 流动 相 供 给 、 进 

样 、 色 谱 柱 和 检测 器 4 大 部 分 。 只 是 因 色 谱 种 类 和 用 途 的 不 同 才 会 再 附加 一 些 其 它 的 装置 , 例 

如 制备 型 或 工业 型 高 效 液 相 色 谱 。 在 流动 相 供给 部 分 还 包括 了 幅 液 铅 、 高 压 训 、 液 体 混 合 室 

及 梯度 洗 脱 系统 。 因 进 样 体积 大 ， 所 以 进 样 器 附 一 输液 泵 。 为 保护 晶 贵 的 色谱 柱 ， 在 色谱 柱 

前 还 加 有 预 柱 。 在 检测 系统 中 附 一 积分 仪 或 记录 仪 ， 并 且 有 流 份 收集 器 以 收集 目标 产品 。 当 
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然 ， 在 工业 生产 中 ， 亦 有 用 开口 色谱 柱 的 ， 人 工控 制 加 样 和 加 流动 相 以 及 人 工控 制 流速 、 人 
工 收集 流 份 的 最 原始 的 操作 方式 。 但 是 , 后 者 由 于 色谱 过 程 宛 长 ,常常 使 蛋白 生物 活性 降低 ， 
不 宜 用 来 分 离 和 纯化 昂贵 的 生物 工程 产品 。 在 基因 工程 生产 的 治疗 蛋白 分 离 和 纯化 中 ， 多 数 
情况 下 是 用 自动 化 程度 很 高 的 制备 型 高 效 滚 相 色谱 仪 。 Waters Delta Prep 3000 制备 型 高 效 液 
. 相 色 谱 仪 便 是 众多 的 这 种 类 型 的 仪器 中 的 一 种 。 它 可 安装 直径 5em 的 不 锈 钢 色 谱 柱 ， 并 且 液 
体 流 速 可 高 达 160ml/min, — 

制备 柱 的 内 径 可 在 2 一 5cm 之 间 , 因此 通常 分 析 柱 头 上 的 单 孔 式 进 样 将 会 产生 严重 的 “ 柱 
壁 效 应 ”。 为 弥补 这 种 缺陷 , 在 柱头 上 安装 了 试 样 分 流 器 ， 又 叫 径 向 加 压 器 ， 以 使 试 样 在 柱 顶 
端 尽 可 能 地 在 水 平方 向 上 均匀 地 分 布 并 使 其 随 流动 相 从 柱 顶 端 均匀 向 下 流动 。 这 样 ， 在 色谱 
分 离 过 程 中 才能 形成 相互 分 开 的 敏锐 的 色谱 带 。 

在 色谱 过 程 中 ， 有 两 种 将 目标 产品 从 色谱 柱 洗 脱 的 方法 ， 一 种 是 维持 流动 相 热 力学 参数 
不 变 的 等 度 洗 脱 法 ; 另 一 种 是 改变 其 中 一 种 或 几 种 热力 学 参数 的 梯度 洗 脱 法 ""。 前 者 所 指 的 
是 维持 流动 相 的 温度 、 浓 度 和 pH 值 等 参数 不 变 。 在 多 数 情况 下 这 种 洗 脱 方式 仅 适 用 于 小 分 子 
溶质 的 分 离 和 纯化 。 对 生物 大 分 子 而 言 , 往往 是 采用 后 者 的 梯度 洗 脱 。 最 常用 的 是 浓度 梯度 ， 
即 增 大 流动 相 中 某 种 组 分 (从 前 述 的 计量 置换 保留 模型 中 称 之 为 置换 剂 》 的 浓度 使 溶质 从 柱 
上 洗 脱 。 有 时 亦 会 改变 流动 相 的 pH 值 , 这 实质 上 亦 属 浓度 梯度 洗 脱 中 的 一 种 , 只 不 过 所 改变 
的 组 分 为 氢 离 子 而 已 ， 人 们 习惯 上 把 它 叫 做 pH 梯度 。 多数 情 况 下 是 用 单纯 的 浓度 梯度 或 pH 
梯度 洗 脱 ， 在 离子 交换 色谱 中 情况 就 是 这 样 。 也 有 在 个 别 的 情况 下 同时 改变 pH 值 和 盐 浓 度 
的 , 如 在 亲 和 色 谱 中 , 在 重组 人 -干扰 索 单 克隆 抗体 柱 上 洗 脱 重组 人 u -干扰 素 。 梯 度 洗 脱 方 
式 有 两 种 ， 一 种 是 突然 改变 流动 相 组 成 到 一 定 浓度 的 脉冲 式 〈 或 不 连续 梯 度 ) 洗 脱 ， 这 种 洗 
脱 毋须 用 复杂 的 仪器 , 只 须 在 强 、 弱 两 种 溶剂 通 往 单 泵 进 液 口 处 装 一 液体 流 路 转换 阀 即 可 .。 另 
一 种 是 连续 改变 流动 相 中 某 种 组 分 浓度 的 连续 式 梯度 ， 包 括 线性 的 和 非 线 性 梯度 。 后 者 必须 
使 用 梯度 洗 脱 装 置 和 液体 混合 器 。 在 现代 分 析 型 液 相 色谱 中 基本 上 都 带 有 梯度 洗 脱 装置 。 但 
是 ,在 制备 型 高 效 液 相 色 谱 中 情况 却 不 相同 。 有 许多 种 专门 只 供 等 浓度 洗 脱 的 制备 型 液 相 色 
谱 仪 ， 在 订购 仪器 时 ， 须 充分 地 注意 到 这 一 点 。 


第 三 节 色谱 条 件 及 色谱 纯化 工艺 的 最 优化 


这 是 一 项 涉及 学 科 面 广 、 与 色谱 和 现代 分 离 科 学 乃至 基础 理论 密切 相关 的 一 门 复杂 的 学 
间 。 一 些 训练 有 素 的 色谱 工作 者 可 以 在 短 时间 内 提出 一 个 既 节 省 资金 又 有 好 的 色谱 分 离 结果 
的 方案 ; 而 另 一 些 人 用 同样 的 仪器 和 色谱 柱 ， 可 能 会 花费 很 长 的 时 间 才 能 设计 出 一 个 分 离 方 
X. 而 且 ， 在 许多 情况 下 ,分 离 和 纯化 效果 较 差 ,或 者 根本 达 不 到 分 离 和 纯化 的 效果 。 

AE 7-2 所 示 的 一 般 蛋 白 分 离 和 纯化 的 流程 图 中 看 出 ， 色 谱 属 精细 分 离 和 纯化 工序 之 
列 。 除 了 在 图 中 最 后 的 浓缩 工序 为 除去 色谱 洗 脱 液 和 除 盐 外 ， 在 流程 中 有 时 还 有 一 蛋白 复 性 
工序 。 由 于 前 述 的 新 近 全 色谱 分 离 纯化 工艺 的 发 展 ， 用 色谱 方法 来 解决 预 分 离 和 复 性 便 成 为 
色谱 工作 者 当今 快速 分 离 和 纯化 及 降低 治疗 或 诊断 蛋白 成 本 的 一 个 热门 研究 课题 。 

单纯 从 每 一 步 和 色谱 分 离 最 优化 条 件 来 讲 , 它 涉及 到 固定 相 〔 包 括 种 类 、 颗粒 大 小 )、 流 
动 相 、 柱 尺寸 、 流 速 、 洗 脱 方式 、 质量 回收 率 和 活性 回收 率 等 每 一 参数 的 最 佳 选择 。 接 着 便 
是 将 这 些 参数 综合 在 一 起 的 色谱 条 件 最 优化 研究 。 最 后 ， 便 是 将 各 步 分 离 纯化 串 在 一 起 组 成 
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”一 个 完整 的 蛋白 纯化 工艺 。 有 时 甚至 连同 发 酵 工 艺 一 起 进行 生产 工艺 的 优化 选择 。 这 时 ， 要 
以 经 济 效益 为 核心 。 这 里 要 特别 指出 的 是 前 工序 的 发 酵 工艺 对 后 工序 的 纯化 工艺 的 影响 之 大 
有 时 是 令 人 吃惊 的 ， 例 如 : Amgen 公司 的 专家 发 现 如 果 在 白细胞 介 素 -2 OL -2) 的 发 酵 过 
程 中 ， 用 正 亮 氨 酸 代替 产物 中 的 蛋氨酸 ， 可 使 产物 发 生 不 可 预计 的 免疫 遗失 ， 从 而 得 到 的 是 
不 均一 性 的 产品 . 如 在 发 酵 介 质 中 加 入 低 浓 度 的 异 亮 氨 酸 或 蛋氨酸 , 这 种 摊 合 作用 可 以 去 除 。 


AR 1 发酵， 组 织 培养 ， 多 肽 合成 
i 
| 一 一 一 一 L gremium ] 2. 匀 化 ,离心 di, RAZR 
[€ & x uw] ' l 
Ll AO] 3. 吸附 , 沉淀 液 -被 茶 取 


Y 


s 超 滤 ， 排 阻 色谱 
f 


XE DER 
| 干燥 或 结晶 


图 7-2 有 蛋白质 工 业 化 分 离 纯 化 流程 图 


| 预 分 离 | 
i 
精细 分 离 和 纯化 4. 色谱 
E € . 


色谱 单元 纯化 条 件 的 最 优化 首先 是 要 对 所 用 色谱 柱 的 种 类 进行 选择 ， 这 取决 于 试 样 和 目 
标 产 物 的 性 质 。 一 般 来 说 ， 期 望 目标 产品 尽 可 能 多 的 保留 ， 而 杂 蛋 白 不 保留 ， 因 此 需 选 择 目 
标 产 品 与 固定 相 作用 力 强 、 廉 价 的 色谱 柱 . 表 7-1 列 出 了 各 类 色谱 中 溶质 与 固定 相间 的 相互 
作用 力 的 性 质 , 除 了 亲 和 色 谱 为 一 种 蛋白 或 一 类 蛋白 分 离 纯 化 专用 而 称 之 为 专用 型 色谱 外 ,其 
它 各 类 色谱 可 以 对 许多 蛋白 进行 分 离 ， 因 此 称 为 通用 型 色谱 。 


7-1 各 类 色谱 中 溶质 与 固定 相间 的 相互 作用 力 


m 相互 作用 力 类 型 O B A 
离子 交换 色谱 mz 通用 型 
正 相 色谱 SUR. IR) 或 选择 性 作用 力 ) 通用 型 
反 相 色谱 非 选择 性 作用 力 或 伦敦 力 通用 型 
BUK & 3 琉 水 相互 作用 力 及 非 选择 性 作用 力 通用 型 
尺寸 排 阻 色谱 0 通用 型 
亲 和 色 谱 。 ， 选择 性 的 生物 作用 力 专用 或 基 团 性 通用 型 


Q@ 分 离 是 依据 溶质 分 子 的 大 小 ， 严 格 说 来 溶质 分 子 不 应 与 固定 相 产 生 相 互 作用 力 。 


如 前 所 述 ， 选择 色谱 类 型 是 最 重要 的 也 是 涉及 知识 面 最 广 的 难题 。 它 需 要 有 分 离 科 学 中 

的 分 子 力 学 基础 。 当 填料 选 定 后 ， 就 要 选 填料 颗粒 、 孔 径 及 柱 尺 寸 的 大 小 。 色谱 柱 选 定 后 , 要 

选择 合适 的 流动 相 。 通 用 型 色谱 流动 相 选择 的 一 般 原 则 将 在 本 文 介绍 各 种 色谱 方法 的 应 用 时 
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加 以 叙述 。 流 动 相 组 成 、 流 速 和 梯度 洗 脱 方式 对 获得 好 的 分 离 效 果 、 高 的 质量 和 高 的 活性 回 
收 率 等 起 着 至 关 重 要 的 作用 。 到 目前 为 止 ， 虽 有 一 些 规律 可 循 ， 但 主要 还 得 用 实验 方法 来 选 
择 。 一 旦 选 定 了 凡 种 不 同色 谱 的 最 优化 条 件 ， 接 着 便 是 如 何 由 这 些 单 元 来 组 合成 最 佳 分 离 和 
纯化 工艺 了 。 就 分 离 纯 化 体系 的 本 身 来 讲 , 表 7 —1 中 所 述 的 一 种 性 质 的 作用 力 的 色谱 一 般 只 
用 一 次 。 例 如 ， 已 经 用 过 了 阳离子 交换 柱 分 离 ， 在 以 后 的 分 离 中 就 不 再 考虑 用 阴离子 交换 柱 
了 ， 因 为 两 者 均 是 依据 在 一 定 pH 值 条件 下 目标 产品 与 杂 蛋 白 与 固定 相 的 电荷 作用 力 大 小 不 
同 进行 相互 分 离 的 。 当 然 ， 重 复 使 用 同一 类 色谱 柱 亦 可 能 改善 分 离 效 果 ， 但 从 质量 和 活性 回 
收 率 、 试 剂 、 仪 器 及 时 间 消 耗 等 优化 方案 来 评价 ， 不 如 换 用 表 7 一 1 所 示 的 其 它 类 型 的 色谱 柱 
MAKEKE WE. 在 满足 产品 质量 前 提 的 条 件 下 , 如 上 所 述 ， 最 优化 工艺 的 核心 是 
经 济 效益 ， 而 不 再 是 上 述 的 质量 或 活性 回收 率 、 纯 度 等 。 因 此 ， 工 业 生产 过 程 最 优化 的 概念 
已 远 超出 了 分 离 和 纯化 的 本 身 ， 必 须 与 生产 成 本 联系 在 一 起 ， 它 是 由 产品 质量 和 经 济 效益 这 
两 方面 的 因素 来 决定 的 。 将 每 步 单元 操作 的 最 佳 条 件 简 单 地 串联 起 来 并 不 一 定 能 成 为 一 个 最 
佳 的 分 离 工艺 。 例 如 ， 和 欲 分 离 某 种 蛋白 质 ， 首 先 将 经 硫酸 猎 沉 淀 分 离 后 含 目标 产品 的 浓 盐 溶 
液 用 阴离子 交换 柱 在 pH7 条 件 下 进行 分 离 。 显然 不 可 将 此 浓 盐 溶液 直接 加 到 交换 柱 上 ,否则 
目标 产品 不 会 保留 在 柱 上 ， 只 有 在 除 盐 或 将 其 用 水 稀释 后 方 可 进行 阴离子 交换 分 离 ， 用 盐 梯 
度 洗 脱 。 若 在 其 收集 液 中 盐 的 浓度 为 0. 4mol/L 时 分 离 效果 最 佳 , 接着 再 用 朴 水 色谱 纯化 。 而 
后 者 的 洗 脱 条 件 也 为 pH7. 0, 流出 液 浓度 为 0. 7mol/E 的 盐 溶液 。 显然, 在 经 离子 交换 色谱 分 
离 后 的 洗 脱 液 必须 加 盐 ， 使 其 浓度 达到 较 高 的 浓度 ,例如 ，1. 5mol/L， 才 可 将 其 加 到 玖 水 相 
互 作用 色谱 HIO 柱 上 ， 这 样 就 很 不 方便 。 如 果 先 用 HIC 柱 分 离 ， 将 接收 液 用 水 简单 稀释 
或 用 膜 过 滤 使 盐 浓 度 降 低 , 例如 盐 浓度 只 有 0. mol/L, 这 时 可 进 含 低 浓度 盐 试 样 到 离子 交换 
柱 。 后 者 的 排列 方法 显然 较 前 者 为 优 。 B 

关于 成 本 和 分 离 条 件 的 选择 问题 可 用 以 下 公式 来 计算 之 中 。 

E—P /t 
式 中 ， 为 经 济 效益 ; P 为 利润; i 为 一 次 分 离 和 纯化 所 需 的 时 间 。 
P-—Ve—V.—C 

AP, Vp 二 yomp; VV 二 yomo; C=cmp y, 为 产值 ; mp, mo 分别 为 产品 的 质量 和 进 样 混合 物 的 
质量 ; y。、y。 和 <。 分 别 为 产品 和 进 样 混合 物 的 比价 以 及 生产 单位 重量 产品 所 消耗 的 成 本 。 

所 以 ,. 2e Up ER E 为: 

E-—T, (V,—c) —y,m./t 
式 中 的 了, 为 产量 : 
T ,—m,/t 
用 另外 一 种 方法 来 表示 为 : 
T,— [mm 一 mr。(1 一 P。) r—m,P. (1—y)] /t 

式 中 ，P。=mn/m。= 原 料 纯度 ; ms 为 在 原料 中 蛋白 的 质量 ; 7 为 除去 的 杂质 质量 /杂质 总 量 ; 
y 为 目的 产品 的 得 率 。 

当然 ， 亦 可 对 产品 价格 和 柱 价格 、 溶剂 价格 、 仪 器 耗损 、 维 修 费 和 劳动 力 价值 逐步 进行 
分 析 ， 详 见 有 关 文献 269。 
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第 四 节 ”应 用 举例 


第 二 次 世界 大 战 期 间 ， 美 国 的 “曼哈顿 ”工程 (Manhattan Project) 用 离子 交换 色谱 法 
纯化 了 公斤 级 稀土 元 素 5 ;50 年 代 初 期 已 实现 了 用 硅胶 吸附 分 离 芳 烃 及 烷烃 的 生产 过 程 
(Arosorb Process)[21， 这 些 都 是 大 规模 连续 的 液 相 色谱 生产 过 程 。 之 后 ， 出 现 了 大 规模 的 尺 
寸 排 阻 色谱 (SECO 用 于 工业 生产 分 离 5'50，1956 年 又 出 现 了 大 规模 的 气 - 液 色 谱 的 工业 生产 
规模 20 。 

尺寸 排 阻 色谱 在 工业 生产 的 分 离 、 纯化 聚合 物 和 蛋白 质 中 用 得 很 多 。 据 对 1982 年 出 版 的 
生物 化 学 杂志 (Journal of Biological Chemistry) 发 表 的 所 有 纯化 蛋白 的 色谱 柱 进行 统计 , 其 
中 60% 的 色谱 纯化 体系 至 少 有 一 步 是 用 SEC 柱 。 理 想 的 SEC 是 利用 产品 的 分 子 大 小 不 同 进 
行 分 离 的 , 它 应 当 与 流动 相 组 成 无 关 。 事 实 上 ， 当 流动 相 中 盐 浓 度 很 低 和 pH 值 发 生 改 变 时 ， 
SEC 会 呈现 出 离子 交换 的 性 质 。 在 SEC 中 所 用 的 色谱 介质 仍然 有 软 和 硬 基 质 之 分 , 其 中 比较 
有 和 名 的 是 瑞典 的 Sepharose 系列 和 日 本 的 TSK 系列 柱 。 这 种 方法 的 缺点 是 分 离 效果 差 和 进 样 
体积 受到 限制 ， 而 且 需 一 系列 柱 配套 才 可 对 分 子 量 大 小 不 同 的 产品 进行 分 离 。 这 类 色谱 虽然 
成 本 相对 较 高 且 分 离 效果 较 差 ， 但 因 操 作 简 便 且 可 用 于 除 盐 ， 故 容易 推广 和 使 用 。 乳 酸 同 功 
酶 的 纯化 就 是 一 例 52] 。 

疏水 相互 作用 色谱 (HIC) 因 其 廉价 和 纯化 后 的 蛋白 具有 生物 活性 而 成 为 一 种 较 新 的 发 展 
前 途 广阔 的 专门 用 于 分 离 生 物 大 分 子 的 色谱 方法 ,并 且 是 一 种 通用 型 的 分 离 和 纯化 蛋白 的 
工具 。 具 有 三 维 或 四 维 结构 的 生物 大 分 子 被 具有 高 朴 水 性 的 盐水 溶液 〈 流 动 相 ) 推 向 具有 适 
当 朴 水 性 的 固定 相 。 和 蛋白 分 子 表面 上 的 某 些 蔓 水 区 与 固定 相间 以 非 选 择 性 力 相互 作用 使 蛋白 … 
保留 。 而 蛋白 质 分 子 中 那些 极 性 相对 大 的 部 分 与 流动 相 相 互 作 用 使 蛋白 分 子 洗 脱 。 不 同 蛋白 
质 的 这 两 种 相反 方向 作用 力 之 差 值 才 是 蛋白 实际 保留 的 作用 力 ， 不 同 蛋白 依 其 对 固定 相 作用 
力 大 小 的 不 同 使 其 相互 分 离 。 因 不 同 蛋白 表面 上 玻 水 区 大 小 和 数目 不 同 ， 且 面向 流动 相 的 亲 
水 基 团 各 异 , 所 以 , 在 HIC 上 蛋白 的 保留 与 其 分 子 量 大 小 无 关 。 从 SDM -R 的 角度 来 讲 , 水 
是 置换 剂 。 这 一 重要 结论 为 HIC 成 为 变性 蛋白 的 复 性 工具 奠定 了 理论 基础 2 。 因 为 在 高 浓度 
盐水 溶液 中 蛋白 在 HIC 柱 上 保留 , 在 低 盐 或 水 溶液 中 蛋白 从 HIC 柱 上 被 洗 脱 , 所 以 它 特 别 适 
合 于 用 浓 硫 酸 铁 溶 液 沉 淀 分 离 后 的 母液 以 及 该 沉淀 用 盐 溶液 洲 解 后 的 含有 目标 产品 的 溶液 直 
接 进 样 到 HIC 柱 。 当 然 , 它 亦 适用 于 用 7mol/L RIL 8mol/L 脲 的 大 肠 杆菌 的 治疗 蛋白 提 
取 液 直接 进 样 到 HIC FE E, 在 分 离 纯化 的 同时 亦 进行 复 性 ,从 而 取得 了 “一 举 两 得 ”的 效果 。 
rIFN — y 的 纯化 和 复 性 便 是 一 例 [5。 > 

在 HIC 中 应 用 最 广泛 的 流动 相 是 硫酸 饿 的 水 溶液 ， 这 是 因为 它 的 最 高 浓度 可 达 3. 5mol/ 
L, 它 的 浓度 每 改变 Imol/L， 则 水 的 浓度 改变 3. 4mol/L， 是 所 有 盐 类 中 最 高 的 。 因此, 它 是 
能 提供 水 浓度 变化 范围 最 宽 的 一 种 盐 ， 从 而 可 提供 政 水 强度 变化 的 最 宽 范围 1。 

, 亲 和 色 谱 是 一 类 有 30 余 年 历史 、 专门 用 于 纯化 生物 大 分 子 的 色谱 。 它 是 基于 固定 相 的 配 

基 与 生物 大 分 子 之 间 的 特殊 的 生物 亲 和 能 力 的 不 同 来 进行 相互 间 的 分 离 的 。 依 据 这 种 亲 和 选 

择 性 的 高 低 ， 可 将 亲 和 色 谱 分 为 基 团 性 和 高 选择 性 《有 时 亦 称 专 一 性 ) 两 大 类 。 前 者 系 指 固 

定 相 上 的 配 基 对 一 类 基 团 有 极 强 的 亲和力 ， 三 嗪 染料 对 含有 糖 基 的 一 类 蛋白 或 糖 蛋 白 显示 特 

别 强 的 吸附 能 力 就 是 这 类 基 团 性 亲 和 色 谱 柱 的 一 个 例子 。 后 者 的 配 基 仅 对 某 一 种 蛋白 有 特别 
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强 的 亲 和 性 ， 如 单 克隆 抗体 对 抗原 的 特异 性 吸附 就 属 此 类 。 这 里 要 强调 的 是 ， 这 样 分 类 是 为 
了 有 叙述 方便 。 事 实 上 ， 这 两 类 亲 和 色 谱 之 间 并 无 明显 的 界限 。 即 便 是 上 述 的 将 单 克 隆 抗体 键 
合 到 基质 上 成 为 单 抗 亲 和 柱 ， 除 了 它 对 抗原 的 吸附 外 ， 仍 然 会 因 分 子 的 错误 认 别 和 分 子 间 的 
非 选 择 性 作用 力 而 吸附 一 些 杂 蛋白 。 将 染料 、 外 原 凝 激素 及 单 克 隆 抗 体 、 多 克隆 抗体 以 及 其 
它 蛋 白 、 酶 、 糖 等 生物 大 分 子 等 有 关 配 体 如 何 键 合 到 基质 上 以 合成 亲 和 色 谱 固定 相 的 方法 , 在 
有 关 专 著 及 评述 性 文章 中 已 有 详细 描述 2 。 由 于 在 色谱 洗 脱 过 程 中 的 配 体 不 可 避免 地 脱落 ， 
特别 是 在 用 软 基 质 的 填料 时 这 种 情况 尤为 严重 , 使 得 对 人 体 有 严重 危害 的 某 些 配 基 〈 如 染料 、 
单 克隆 或 多 克隆 抗体 ) 从 柱 上 脱落 而 进入 分 离 体系 ， 所 以 ， 用 这 种 方法 纯化 的 治疗 蛋白 不 经 
特别 处 理 是 不 可 以 直接 注射 或 服用 的 。 加 之 ， 后 者 的 价值 相当 昂贵 ,使 其 在 分 离 和 纯化 生物 
大 分 子 的 生产 工艺 中 的 应 用 受到 限制 。 

将 过 渡 金 属 离子 Cu:+ 、 Zn’+ 和 Ni?+ 等 以 亚 胺 金属 络 合 物 的 形式 键 合 到 固定 相 上 , 由 于 这 
些 金属 离子 与 组 氨 酸 和 半 有 赔 氮 酸 之 间 形 成 了 配 价 键 ; 从 而 形成 了 亚 胺 金属 -蛋白 鳌 合 物 ， 使 含 
有 这 些 氨 基 酸 的 蛋白 被 这 种 金属 歼 合 亲 和 色 谱 (MAC) 的 固定 相 吸 附 。 由 于 这 种 敖 合 物 的 稳 
定常 数 是 受 单个 组 氨 酸 或 半 鹏 氨 酸 解 离 常数 所 控制 , 从 而 亦 受 流动 相 的 pH 值 和 温度 的 影响 ， 
控制 后 者 的 条 件 便 可 使 不 同 蛋 白 相 互 分 离 。 如 果 某 种 蛋白 不 含有 这 两 种 氨基 酸 ， 则 可 采用 将 
含有 这 两 种 氨基 酸 中 的 一 种 或 两 种 的 多 肽 接 到 和 欲 纯化 的 蛋白 质 分 子 上 ， 形 成 含有 该 多 肽 的 蛋 
白 ， 再 将 其 用 上 述 方法 纯化 。 最 后 ， 用 酶 或 化 学 方法 将 该 引伸 的 多 肽 链 切除 并 与 目标 蛋白 分 
离 ， 从 而 将 目标 蛋白 纯化 。 这 种 色谱 又 称 之 为 获 合 肽 固定 金属 离子 亲 和 色 谱 (Chelating — 
Peptide Immubilized Metal —ion Affinity Chromatography, 简称 CP -IMACOU", 由 于 该 法 价 
廉 ， 且 不 易 给 分 离 体 系 带 来 对 人 体 有 严重 危害 的 杂质 ， 最 近 的 应 用 逐渐 增多 中。 

离子 交换 色谱 CEC) 由 于 价 廉 和 纯化 后 的 蛋白 多 保持 原 有 活性 , 是 另 一 种 在 生物 大 分 子 
分 离 和 纯化 中 应 用 广泛 的 通用 型 色谱 。 离 子 交换 色谱 作为 一 种 分 离 技 术 的 原理 是 众所周知 的 
电荷 之 间 的 选择 性 相互 作用 力 。 其 应 用 于 和 蛋 白质 的 分 离 又 有 一 些 新 的 特点 。 这 就 是 蛋白 质 有 
不 同 的 等 电 点 ， 所 以 可 用 调节 pH 值 的 方法 使 一 些 蛋白 带 正 电 荷 ， 而 使 另外 一 些 蛋白 带 负 电 
和 荷 ， 剩 余 的 蛋白 星 中 性 或 接近 中 性 ， 从 而 可 选择 阳离子 〈 强 阳 或 弱 阳 型 ) 或 阴离子 〈 强 阴 或 
SAAD) 离子 交换 剂 作 为 固定 相 以 进行 蛋白 质 的 相互 分 离 。 在 离子 交换 色谱 中 所 用 的 流动 相 
为 盐 的 水 溶液 。 依 据 pH 值 和 盐 浓 度 的 变化 与 使 用 固定 相 的 种 类 , 可 用 pH 值 或 盐 浓 度 梯度 或 
等 浓度 洗 脱 ， 除 蛋白 的 活性 部 位 处 于 可 解 离 性 基 团 上， 用 IEC 分 离 时 可 能 失 活 外 ， 在 绝 大 多 
数 情况 下 ， 以 IEC 法 进行 分 离 和 纯化 的 蛋白 均 保 持原 有 的 活性 。 

在 离子 交换 中 ， 和 蛋白 在 交换 剂 上 的 吸附 要 置换 出 在 交换 剂 上 的 配 衡 离子 ， 使 流动 相 中 的 
H+ 离 子 浓度 增 大 或 减 小 ， 从 而 会 影响 蛋白 的 电荷 大 小 和 它 在 固定 相同 流动 相 之 间 的 分 配 平 
衡 。 为 维持 流动 相 中 pH 值 恒定 ， 应 用 缓冲 溶液 。 一 般 推荐 的 适合 的 缓冲 容量 应 为 交换 10m 
mol/L, 在 这 种 缓冲 溶液 中 能 维持 溶液 中 酸度 在 弱酸 电离 常数 负 对 数 pKk 的 土 0. 3pH 以 内 中。 
在 离子 交换 中 一 般 常用 的 缓冲 液 列 于 表 7 一 2。 

还 要 注意 缓冲 液 不 应 干扰 蛋白 的 交换 过 程 ,并 要 注意 温度 对 pK 值 的 影响 , 以 避免 因此 影 
响 蛋 白 的 分 离 和 纯化 。 l 

反 相 液 相 色谱 〈 简 称 RPLC) 是 一 种 通用 型 的 分 析 、 分 离 和 纯化 色谱 方法 史 ” 。 它 是 利用 
溶质 分 子 中 非 极 性 基 团 与 非 极 性 固定 相间 相互 作用 力 〈 非 选择 性 分 散 力 或 伦敦 力 ) 大 小 与 溶 
质 分 子 极 性 基 团 与 流动 相 中 极 性 分 子 在 相反 方向 上 相互 作用 力 大 小 的 差异 进行 分 离 的 。 对 于 
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小 分 子 溶质 而 言 ， 它 是 一 种 分 离 效 果 最 好 、 应 用 范围 最 广 的 方法 。 然 而 ， 因 其 流动 相 中 的 置 
换 剂 是 极 性 小 于 水 的 有 机 溶剂 (如 甲醇 、 乙 有 睛 、 四 氢 呐 哺 等 )， 这 些 有 机 洲 剂 可 能 使 许多 蛋白 
分 子 产生 不 可 逆 的 变性 ; 流动 相 中 须 有 离子 对 试剂 〈 如 三 氟 酷 酸 、 甲 酸 、 磅 酸 等 ) 存在 才 可 
使 分 离 有 效 的 进行 和 获得 高 的 质量 回收 率 ; 分 离 须 在 酸性 介质 中 进行 〈 一 般 pH EE 2 一 3 之 
间 ), 所 以 又 有 一 些 蛋白 会 在 这 后 两 种 条 件 下 产生 不 可 逆 的 分 子 构象 变化 。 所 有 这 些 使 蛋白 分 
子 产生 不 可 逆 变 化 的 条 件 ， 都 使 RPLC 在 生物 大 分 子 的 分 离 和 纯化 中 受到 限制 。 然而， 有 些 
天 然 蛋白 或 重组 蛋白 ,如 重组 人 胰岛 素 和 白细胞 介 素 -2 (IL 一 2) 等 在 上 述 条 件 下 的 分 子 构象 
变化 是 可 逆 的 ， 即 在 除去 变性 剂 后 又 可 以 恢复 到 原 有 的 活性 ， 又 叫 复 性 。 因 此 RPLC 便 成 为 
这 一 类 蛋白 的 有 效 分 离 和 纯化 方法 。 图 7 一 3 所 示 的 用 RPLC 分 离 纯 化 重组 人 胰岛 素 便 是 一 
例 (39] e * . 


37-2 在 离子 交换 色谱 绅 化 蛋白 质 时 常用 的 缓冲 液 


交换 剂 缓冲 液 pK 缓冲 范围 . 
阳离子 型 醋酸 4.76 4. 8—5.2 
， TER 4.76 4.2~5.2 
2— (N - 吗 啉 代 ) 乙 磺 酸 6. 15 5.5~6.7 
磷酸 7. 20 6.7—7. 6 
N -2 XE ZR N72 —Z, ER 7. 55 7.6~8.2 
阴离子 型 ` LAAR i 6.15 5.5~6. 0 
EE 7.0 6.6—7.1 
三 乙醇 胺 7.77 7.3~7.7 
Tris 8.16 7.5~8.0 
二 乙 基 胺 8.8 8. 4—8. 8 


在 RPLC 分 离 体 系 中 ， 固 定 相 一 般 对 分 离 效果 影响 不 大 。 最 重要 的 是 对 流动 相 组 成 和 洗 
脱 方式 的 选择 。 在 RPLC 中 常用 于 分 离 生 物 大 分 子 的 流动 相 有 3 种 体系 : 有 机 洲 剂 (甲醇 、 正 
PIER. RPQER. LOO -三 氟 栈 酸 (浓度 一 般 在 0.1960. 396, v/v) -水 体系 ; 上 述 的 有 机 溶 
剂 - 0. 05mol/L 磷酸 盐 缓 冲 液 (pH2—3) -水 体系 ; 上 述 的 有 机 溶剂 ~ 甲酸 40%~50%, v/ 
v) -水 体系 。 第 一 种 用 途 最 广 ,。 其 原因 是 三 氟 醋 酸 起 到 了 离子 对 试剂 和 控制 流动 相 pH 值 的 双 
重 作用 。 从 新 近 研 究 得 知 ， 它 还 参与 了 对 蛋白 分 子 的 计量 置换 过 程 [ 忠 , 而 且 流 动 相 中 的 所 有 
组 成 均 是 可 挥发 的 ， 将 收集 液 冻 干 便 能 得 到 不 含 任何 盐分 的 纯 蛋 白 固 体 。 第 二 类 体系 中 的 磷 
酸 盐 常 常会 因 操 作 的 不 愤 ， 当 其 偶然 地 与 高 浓度 有 机 溶剂 相遇 时 会 形成 沉淀 ， 堵 塞 色谱 柱 和 
检测 器 ， 甚 至 不 锈 钢 导 管 ， 所 以 在 实际 中 很 少 用 。 第 3 类 体系 中 的 甲酸 虽 亦 起 着 与 三 氟 栈 酸 
相同 的 双重 作用 ， 但 高 浓度 甲酸 对 蛋白 立体 结构 的 破坏 程度 较 有 机 溶剂 大 得 多 ， 又 因 其 对 人 
体 的 毒害 及 对 皮肤 的 损害 常 使 操作 者 望 而 生 且 。 但 是 ， 对 于 那些 难 溶 的 蛋白 ， 如 某 些 膜 蛋白 
的 分 离 和 纯化 ， 却 是 一 种 其 它 流动 相 不 可 替代 的 有 效 流动 相 。 

图 7 一 3 列 出 了 分 离 和 纯化 重组 人 胰岛 素 的 工艺 路 线 中 用 第 一 类 流动 相 体系 作为 其 中 的 
一 步 纯化 。 
、 正 相 色谱 在 生物 大 分 子 的 分 离 和 纯化 中 应 用 相对 较 少 ， 因 为 所 用 溶剂 体系 很 贵 ， 但 在 一 
些 场合 中 也 有 其 特色 。 

新 近 发 展 起 来 的 径 向 流 亲 和 色谱 (Radial ^ flow Affinity Chromatography, 简称 RFAC) 
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是 一 种 不 用 复杂 仪器 的 快速 纯化 蛋白 方法 ; 它 可 以 将 亲 和 色 谱 中 所 用 配 基 键 合 到 膜 上 ， 在 流 
动 相 经 过 膜 时 将 蛋白 质 吸 附 ， 更 换 流 动 相 可 将 其 洗 脱 ， 这 种 方法 已 有 文献 介绍 ， 并 用 于 胰 蛋 
白 酶 的 生产 规模 纯化 "1 。 

新 近 发 展 的 超 临 界 色谱 (SECO 其 流动 相 为 超 临 界 流体 Gco, MR), MESARE 
使 其 与 基因 或 生物 化 工 产品 分 离 , 还 可 加 入 少量 极 性 溶剂 (如 甲醇 ) 以 进行 梯度 洗 脱 . 在 1985 
年 已 有 第 一 个 超 临 界 制备 色谱 的 报告 3。 最 近 又 发 现 用 SFC 分 离 氨基 酸 较 液 相 色谱 方便 很 
gu o 

还 值得 一 提 的 是 ， 最 近 提 出 的 用 HPLC 分 离 生物 大 分 子 的 一 种 新 技术 一 一 灌注 色谱 
法 ' 邹 。 该 法 是 用 孔径 达 600—800nm 的 颗粒 填充 柱子 ， 使 流动 相 从 其 孔 中 流 过 以 实现 色谱 分 
离 过 程 。 由 于 有 很 多 50 一 150nm 的 小 孔 相 互 组 成 的 网 状 物 连结 在 这 些 大 孔 的 内 部 ,从 而 使 其 
与 蛋白 分 子 的 接触 表面 积 大 大 增加 .扫描 电镜 显示 出 在 基质 的 大 孔 内 的 网 状 结构 是 连续 的 , 且 
大 孔 直径 均 在 500—1000nm 之 间 。 当 蛋白 质 进 入 孔 中 后 ， 其 扩散 路 径 缩短 ， 所 以 此 大 和 孔 填 料 
可 达到 色谱 填料 颗粒 直径 非常 小 的 色谱 柱 效能 , 且 柱 压 降 只 是 后 者 的 分 数 。 从 电镜 、 柱 效 、 柱 
前 分 析 得 出 的 数据 以 及 动力 学 模型 推导 均 证 实 流动 相 将 流 过 这 些 大 孔 。 在 这 种 方式 下 ， 有 蛋白 
质 分 子 通 过 对 流 和 扩散 的 双重 作用 进入 颗粒 内 部 。 文 献 报告 了 对 峰 的 扩散 、 分 离 效果 及 动力 
学 容量 等 均 进行 了 检验 。 所 以 在 增加 流动 相 线 速 高 达 每 小 时 几 千 厘 米 的 情况 下 ， 其 对 蛋白 质 
分 子 的 峰 形 扩散 和 分 离 情况 以 及 柱 的 动力 学 容量 均 无 影响 。 总 之 ， 该 法 可 减 小 流动 相传 质 阻 
力 而 不 牺牲 高 的 吸附 容量 ， 且 不 需要 在 特别 高 的 压力 下 操作 。 

表 7-3 列 出 了 某 些 基因 工程 产品 分 离 和 纯化 的 典型 事例 。 

前 已 叙述 无 论 用 什么 技术 对 治疗 或 诊断 蛋白 的 分 离 和 纯化 均 应 具有 原 有 和 蛋白 的 生物 活 
TE. 对 某 些 蛋白 而 言 ， 正 如 图 7 一 2 所 示 的 , 在 第 2 到 第 3 工序 之 间 有 一 复 性 工序 。 通 常 的 复 
性 方法 为 透析 法 或 用 溶剂 稀释 法 。 因 其 费时 长 , 且 不 能 将 变性 剂 GRRR KARE, A 
而 复 性 常常 是 不 完全 的 。 此 外 ,稀释 法 有 时 要 将 其 稀释 200 倍 “~ 中， 这 不 仅 给 后 工序 的 操作 
带 来 很 大 困难 ， 而 且 提 高 了 生产 成 本 。 关 于 这 方面 的 研究 最 近 已 有 评述 33。 因此 ， 这 不 仅 是 
一 个 目前 国际 上 急 待 解 决 的 热门 研究 课题 ， 而 且 也 是 涉及 到 在 生物 工程 生产 中 降低 基因 工程 
产品 成 本 和 能 带 来 巨大 经 济 效益 的 一 个 重要 技术 难题 。 

最 近 作 者 用 HPHIC 方法 将 用 7molL GuHCI 溶液 从 大 肠 杆菌 中 提取 的 重组 人 干扰 素 - 
Gamma (IFN 一 Y) 直接 进 样 到 HPHIC 柱 上 , 用 梯度 洗 脱 法 在 40min 内 不 仅 将 已 变性 的 rIFN 
-y 完全 复 性 , 而 且 可 除去 绝 大 部 分 的 杂 蛋 白 , 从 而 使 YITFN.-Y 的 纯度 达到 85%. 这 一 步 操作 
可 同时 进行 蛋白 复 性 和 纯化 的 双重 目的 ， 从 而 大 大 简化 了 tIFN -y 的 纯化 工艺 "号 。 本 法 亦 适 
RUTRREVER] 4 种 标准 蛋白 的 复 性 , 除 淀粉 酶 外 , 在 30min 内 复 性 接近 完全 . 用 HPHIC 法 使 
蛋白 折 释 和 复 性 的 原理 是 ， 它 在 完全 除去 变性 剂 的 同时 ， 使 水 合 的 变性 的 蛋白 分 子 在 被 水 合 
HPHIC 固定 相 表 面 吸 附 的 同时 , 将 变性 蛋白 分 子 表面 上 的 水 合 水 分 子 “ 挤 出 去 ”, 并 从 配水 表 
面 获 得 能 量 。 在 变性 蛋白 分 子 中 的 疏水 氨基 酸 残 基 集 中 处 进行 尾部 折 释 以 形成 微 结构 ， 当 其 
返回 到 一 个 改变 组 成 的 流动 要 〈 朴 水 强度 、 离 子 强度 和 粘度 等 ) 中 时 ， 该 微 结构 会 “成 长 ”， 


”并 在 无 数 次 的 吸附 -解吸 附 过 程 中 , 成 长 -修正 错误 构象 -再 成 长 ， 所 以 这 种 固定 相 、 流 动 相 两 


者 的 本 身 以 及 上 述 的 协同 过 程 又 促使 再 折 释 过程 的 加 快 ， 这 从 热力 学 和 动力 学 两 方面 均 为 蛋 
白 复 性 创造 了 条 件 ， 实 现 了 变性 蛋白 分 子 的 人 工 折 又 过 程 5。 


138 


trpLE'—MET 一 Proinsulin 
V CNBR 限制 内 切 酶 
胰岛 素 原 (Proinsulin) 
(REL 
Proinsulin (ssoz)e 
4 kR E 
粗 胰 岛 素 原 
+ 纯化 
纯 胰岛 素 原 
+ 酶 促 转化 
B X 
+ 阴离子 交换 〈 除 一 部 分 杂 和 蛋白) 
反 相 -HPLC ' . 
[10—umzorbax Process Grade Ca (15X 0. 94cmI, D,), 3ftfÉ BHI 153mg ， 梯 度 洗 脱 17262994 Z, BB. (在 0. 24mol/L 
醋酸 中 )， 流 速 0. 3ml/min] 
+ 排 阻 色谱 (除去 反 相 HPLC 中 的 洗 脱 液 及 少量 杂 蛋 白 并 浓缩 ) 
纯 胰岛 素 浓 集 液 
+ 结晶 过 程 
纯 胰岛 素 品 体 
图 7-3 胰岛 素 原 法 合成 胰岛 素 过 程 及 纯化 


随 着 生命 科学 的 发 展 ， 基 因 工 程 生产 的 蛋白 上 质 药 物 将 会 逐渐 地 代替 化 学 药物 。 发 酵 工业 
和 食品 工业 的 发 展 对 生物 化 工 和 基因 工程 的 发 展 也 将 会 有 很 大 的 促进 。 这 样 ， 对 于 生物 产品 
分 离 及 纯化 极为 有 效 的 制备 型 色谱 , 一 定 会 有 迅速 的 发 展 。 首先 是 要 合成 价 廉 的 色谱 填料 , 包 
括 通用 型 的 色谱 填料 和 高 选择 性 的 填料 ， 这 是 降低 生物 化 工 和 生物 工程 产品 成 本 和 提高 产品 - 
纯度 的 重要 方面 。 当 然 ， 生 产 出 廉价 的 色谱 设备 亦 是 今后 努力 的 方向 之 一 。 研 究 色谱 分 离 和 
整个 纯化 工艺 的 最 优化 是 色谱 用 于 生产 的 核心 。 只 有 在 这 方面 取得 了 突破 性 进展 后 ， 才 能 将 
基因 工程 产品 的 生产 成 本 大 大 降低 和 创造 高 的 经 济 效益 相信 色谱 分 离 技术 会 在 生物 工程 中 
得 到 愈 来 愈 多 的 应 用 。 


表 7-3 某 些 生物 大 分 子 色谱 分 离 和 绅 化 的 典型 例子 
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GE 


O 00 N cO» a 


co FE m 
lymphocyto 膜 受 体 AFC 64 
重组 人 白介素 -2 径 向 离子 交换 色谱 66 
人 登 革 病 毒 单 克隆 抗体 径 向 离子 交换 色谱 66 
重组 A 蛋白 基因 工程 . BEATER -- BUK €i 66 
辅酶 Qio 反 相 HPLC 67 
重组 人 于 扰 素 -Y | 基因 工程 高 效 朴 水 色谱 | 35 
核糖 体 蛋 白 大 肠 杆 菌 中 高 效 离子 交换 或 高 效 排 阻 色谱 68 
重组 人 胰岛 素 BHD | 基因 工程 反 相 HPLC 39 
谷 胱 甘 肽 硫 转 酶 J ARE 反 相 HPLC 69，70 
x- 蕊 球 蛋白 猪 血 浆 染料 亲 和 色 谱 、 锌 整合 亲 和 色 谱 71 
oa- 淀粉 酶 工业 粗 酶 ”高 效 亲 和 色谱 72 
a- 干 扰 素 基因 工程 高 效 亲 和 色谱 73 
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第 八 章 ， 非 线性 色谱 原理 及 其 在 蛋白 质 
分 离 与 纯化 中 的 应 用 


XR 
(中 国 科学 院 生态 环境 研究 中 心 ,北京 ,100085) 
第 一 节 概 xt 


随 着 生物 技术 的 发 展 . 生 物 制品 的 广泛 应 用 ,分 离 与 纯化 显得 越 来 越 重要 。 因 为 这 些 物质 
的 生产 过 程 无 论 是 通过 生物 还 是 化 学 途径 ,经 常 伴随 着 生成 其 它 许 多 复杂 的 副 产 物 ,所 以 都 需 
要 分 离 与 纯化 ,除去 未 反应 的 物质 或 生成 的 副产品 ,然后 才能 使 用 ,否则 就 会 影响 它 的 性 能 ,其 
至 产生 副作用 。 生 物 制 品 的 传统 分 离 纯 化 方法 常用 超 离 心 . 盐 析 沉淀 、 超 滤 、 芋 取 等 ,或 组 合 使 “ 
用 上 述 各 种 方法 以 达到 最 终 纯化 的 目的 .但 是 这 些 经 典 方法 由 于 劳动 强度 大 、 费 时 、 低 效 , 不 适 
应 当前 生物 技术 迅速 发 展 的 需要 。 l 

色谱 分 离 技术 尽管 在 本 世纪 初 已 出 现 , 但 由 于 缺乏 高 效 固 定 相 填料 以 及 先进 的 自动 化 仪 
器 ,因而 作为 分 离 与 纯化 的 手段 一 直 未 能 充分 发 挥 它 的 作用 。 由 于 50 年 代 气 相 色 谱 的 出 现 和 
莲 勃 的 发 展 , 为 色谱 仪器 化 奠定 了 雄厚 的 物质 基础 ,致使 高 效 液 相 色谱 (HPLC) 在 60 年 代 中 
期 由 于 高 效 填料 的 出 现 获 得 了 突破 性 的 进展 。 在 此 后 的 20 多 年 中 ,气相 色谱 与 液 相 色谱 在 分 
析 化 学 领域 内 ,尤其 是 对 多 组 份 复 杂 体 系 的 分 析 几 乎 占 了 绝对 的 统治 地 位 .生物 技术 .药物 、 食 
品 、 农 副产品 加 工 及 废弃 物 的 资源 化 在 近年 来 的 迅速 发 展 , 对 高 效 的 分 离 与 纯化 技术 的 要 求 更 
为 迫切 ,致使 色谱 学 在 理论 上 从 线性 色谱 发 展 到 非 线 性 色谱 ,实验 方法 上 从 分 析 规 模 转向 制备 
规模 。 本 文 主要 根据 近年 来 色谱 科学 的 最 新 发 展 成 就 ,综述 了 非 线性 色谱 的 理论 基础 和 发 展 及 
其 在 蛋白 质 分 离 与 纯化 中 的 应 用 。 由 于 篇 幅 限 制 ,主要 限于 高 效 液 相 色谱 的 范围 ,不 涉及 气相 
色谱 、 薄 层 色谱 及 其 它 色谱 技术 。 

一 、 色 谱 法 的 基本 特点 

色谱 学 是 一 门 以 物理 化 学 为 基础 的 分 离 与 纯化 科学 ,与 其 它 分 离 纯 化 法 相 比 它 具 有 以 下 
几 个 基本 的 特点 。 

1. 分 离 效率 高 

色谱 分 离 的 效率 之 高 是 其 它 分 离 技术 所 无 法 相 比 的 ,尤其 是 细 颗 粒 多 孔 球形 的 高 效 填料 
问世 后 使 色谱 柱 的 柱 效 有 更 大 的 提高 .如 果 按 理论 塔 板 数 来 表示 柱 效率 ,那么 每 米 可 达 十 几 万 
的 塔 板 的 色谱 柱 是 很 平常 的 ,这 相当 于 每 个 理论 塔 板 的 高 度 只 有 2 个 固定 相 颗 粒 的 距离 .这 种 
高 效 的 色谱 柱 尤 其 适合 极 复杂 组 份 的 分 析 。 由 于 效率 是 如 此 之 高 ,在 通常 HPLC 中 柱 长 只 有 
25cm ,有 的 甚至 短 到 3. 5em ,即使 如 此 短 的 色谱 柱 , 却 仍 可 以 分 离 多 组 份 的 蛋白 质 混合 物 .图 8 
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一 1 表示 用 无 孔 的 ODS 微 球 TOSOH TSK -NPR 分 离 蛋 白质 的 情况 。 


2 4 6 
保留 时 间 ， min 


8 一 1 TSK -十 八 烷 基 无 孔 聚 合 物 反 相 柱 分 离 蛋 白质 
色谱 柱 : TSK ODS -NPR( 内 径 4.6X35mm); 流速 :1. 5ml/min; 温度 :25C; 检测 器 :UV220nm 
Hh. L 核糖 核酸 酶 ; 2. RSK; 3. 细胞 色素 C; 4. 溶菌 酶 ; 5. c- 乳 清 蛋 白 ; 6. 肌 红 蛋 白 ， 7， WAEA 
淋 洗 条 件 ， RFE: ZEE 0. 05% 三 氟 栈 酸 中 8min 内 从 20% 至 80% 


2. 应 用 范围 广 

HPLC 的 应 用 范围 之 广 也 是 其 它 分 离 技术 无 法 相 比 的 ,从 极 性 到 非 极 性 ,离子 型 到 非 离子 
型 ,小 分 子 到 大 分 子 , 无 机 到 有 机 及 生物 活性 物质 ,以 及 其 它 热 稳 定 或 热 不 稳定 的 化 合 物 , 可 以 
说 无 所 不 包 。 尤其 是 对 生物 样品 的 分 离 分 析 , 是 其 它 方法 无 法 代替 的 。 

3. 操作 参数 多 

色谱 的 可 变 操作 参数 之 多 也 是 其 它 分 离 技术 无 法 相 比 的 。 若 改变 流动 相 , 可 用 气体 、 液 体 
或 超 临界 流体 。 在 气 、 液 .流体 中 又 有 许多 不 同 的 物质 可 选用 。 固 定 相 可 用 液 . 固 两 大 类 ,每 类 
中 又 有 许多 种 可 供 选 择 ,特别 是 在 HPLC 中 , 按 分 离 机 理 不 同 , 又 有 正 相 吸 附 、 反 相 分 配 、 蔗 水 
作用 、 离 子 交 换 、 体 积 排斥 . 亲 和 作 用 等 不 同色 谱 技术 .根据 展开 方式 不 同 , 又 有 前 沿 展开 、 洗 脱 
展开 、 置 换 展 开 之 分 ， 车 按 流 动 相 的 强度 随时 间 变 化 不 同 又 可 分 为 等 强度 洗 脱 与 梯度 洗 脱 ,加 
上 流动 相 的 pH 值 、 离 子 强度 有 机 溶剂 的 含量 ,分 离 温度 等 参数 的 变化 ,使 整个 分 离 过 程 随 着 
上 述 各 种 参数 的 变化 适应 于 各 种 不 同 的 样品 分 离 的 需要 ,应 用 于 各 种 困难 复杂 的 场合 。 

4. 高 灵敏 度 在 线 检测 

与 其 它 分 离 手段 相 比 ,色谱 具有 高 灵敏 度 在 线 检 测 的 特性 。 根 据 不 同 的 物理 与 化 学 的 原 
理 ,HPLC 具有 不 同 的 高 灵敏 度 的 检测 器 ,适用 于 多 种 千差万别 样品 的 需要 。 这 些 检测 器 不 但 
稳定 性 好 , 信 噪 比 高 ,同时 都 能 进行 连续 的 在 线 检测 ,及 时 掌握 分 离 与 纯化 过 程 中 的 情况 ,保证 
在 要 求 的 纯度 下 得 到 最 高 的 产 率 。 

5. 快速 分 离 

HPLC 由 于 采用 了 高 压 溶剂 传输 系统 ,即使 采用 高 效 细 颗 粒 填 料 , 也 能 保证 分 离 过 程 在 一 
定 的 线 速 下 进行 ,而且 由 于 单位 柱 长 的 柱 效 提高 , 柱 长 可 以 大 大 缩短 ,更 加 快 了 分 离 的 速度 ,从 
而 可 以 提高 单位 时 间 的 产量 。 ' 

6. 连续 自动 化 操作 
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色谱 分 离 过 程 本 身 与 进 样 之 问 还 不 能 同时 连续 进行 ,也 就 是 说 它 还 是 一 种 间歇 式 的 操作 
过 程 。 电 脑 用 于 色谱 分 离 过 程 以 后 ,从 最 初 的 简单 数据 处 理发 展 到 目前 作为 控制 操作 的 中 心 ， 
使 大 量 的 样品 可 以 按 事先 设置 的 程序 进行 完全 自动 连续 的 操作 (尽管 每 一 次 操作 仍 是 间 歌 式 
的 ) ,包括 自 动 进 样 .分 离 后 的 样品 馏 份 自动 收集 ,未 达 要 求 纯 度 的 篇 份 根据 先前 设 定 的 指令 进 
行 再 循环 分 离 , 或 返回 样品 模 重 新 进 样 。 这 种 高 度 的 自动 化 操作 ,对 大 规模 分 离 与 纯化 生物 样 
品 尤为 重要 ,不 但 保证 了 产品 的 质量 ,提高 了 产 率 ,而 且 节 省 了 大 量 劳 动力 ,降低 了 生产 成 本 。 
色谱 法 尽管 在 过 去 几 十 年 内 相当 长 的 一 段 时 间 里 主要 被 作为 重要 的 分 析 手 段 , 正 是 由 于 上 述 
这 些 特 点 ,在 生物 技术 莲 勃 发 展 .迫切 需要 有 效 的 分 离 纯化 方法 的 今天 ,人 们 还 是 认为 色谱 是 
最 为 理想 也 是 最 有 发 展 前 景 的 一 种 分 离 与 纯化 生物 大 分 子 的 方法 "”。 

二 、 线 性 色谱 与 非 线性 色谱 | 

线性 与 非 线性 是 数学 函数 的 概念 ,表示 自 变 量 与 应 变量 之 间 的 关系 。 在 色谱 学 中 ,如 果 流 
动 相 中 样品 的 浓度 Co 与 固定 相 中 样品 的 浓度 C. 之 间 哇 线性 关系 ,那么 在 这 种 情况 下 的 色谱 
”分 配 过 程 就 称 为 线性 色谱 , 即 ， 

C,— KC, | (8—1) 
此 处 为 分 配 系 数 。 WRO 与 Cu 之 间 不 在 在 线性 关系 ,而 是 出 现 其 它 的 函数 关系 ,那么 相应 
的 色谱 分 离 过 程 就 称 为 非 线性 色谱 。 

在 实践 过 程 中 得 知 , 当 样品 浓度 很 低 时 ,C, 与 C。 之 间 往 往 保持 线性 关系 。 在 通常 分 析 工 
作 中 ,由 于 使 用 样品 的 量 很 少 ,尤其 用 洗 脱 方式 展开 时 ,少量 样品 注入 色谱 柱 后 马上 就 被 流动 
相 稀 释 ,因此 浓度 往往 很 低 , 所 以 分 析 工 作 大 多 数 属于 线性 色谱 范围 ,然而 在 进行 制备 工作 时 ， 
为 了 提高 产 率 、 降 低 成 本 ,必须 提高 单元 操作 的 进 桩 量 (提高 浓度 或 增加 体积 ), 此 时 样品 浓度 
往往 很 高 。 在 高 浓度 时 C, 与 Cw 之 间 往 往 不 出 现 线 性 关系 ,而 是 以 其 它 函 数 (如 指数 或 对 数 函 
数 ,其 至 更 复杂 的 函数 ) 形 式 出 现 ,所 以 大 多 数 制备 工作 都 属于 非 线性 色谱 范围 .但 是 这 并 不 是 
说 分 析 色谱 就 是 线性 色谱 ,而 制备 色谱 就 是 非 线性 色谱 。 因 为 分 析 和 制备 只 是 色谱 的 目的 ,而 
线性 与 非 线性 都 是 色谱 分 离 过 程 中 样品 浓度 在 两 相 之 间 关 系 的 内 在 特性 。 这 是 两 个 完全 不 同 
的 概念 , 千 万 不 可 混淆 起 来 。 制 备 工 作 中 有 可 能 属于 线性 色谱 的 范围 ,例如 根据 分 析 柱 上 得 到 
的 色谱 参数 简单 地 加 以 放大 ,用 来 增加 进 样 量 达 到 制备 样品 的 目的 ,也 就 是 通常 的 线性 制备 色 
谱 。 同 样 ,分 析 工 作 中 也 有 可 能 属于 非 线性 色谱 的 范围 ,例如 痕 量 杂质 分 析 中 ,为 了 提高 灵敏 
度 、 降 低 最 小 检测 极限 ,通常 采用 增 大 进 样 量 的 办 法 。 此 时 样品 中 主要 成 份 在 两 相 中 的 浓度 呈 
现 的 都 是 非 线性 的 关系 .尽管 杂质 的 浓度 很 低 , 但 是 主要 成 份 的 非 线性 特征 也 会 影响 到 痕 量 杂 
质 的 色谱 行为 。 所 以 我 们 必须 明确 线性 与 分 析 、 非 线性 与 制备 之 间 的 基本 概念 及 其 差别 。 

非 线性 色谱 与 线性 色谱 中 样品 色谱 行为 的 根本 不 同 表现 在 以 下 几 个 方面 。 

(1) 样品 的 保留 值 可 变 。 线 性 色谱 中 同一 样品 的 保留 值 是 常数 ,只 随 样 品 不 同 而 变化 .但 
在 非 线 性 色谱 中 它 不 仅 是 样品 的 函数 也 是 其 浓度 的 函数 ,也 就 是 说 ,保留 值 不 仅 随 不 同样 品 而 
变 , 而 且 同 一 样品 不 同 的 浓度 ,其 保留 值 也 不 同 。 所 以 在 非 线 性 色谱 中 ,保留 值 不 能 作为 定性 的 
指标 ,这 是 它 与 线性 色谱 的 根本 不 同 点 之 一 。 

(2) 峰 形 的 不 对 称 性 。 在 线性 色谱 中 峰 形 一 般 说 来 都 是 高 斯 正 态 分 布 的 对 称 峰 。 但 是 在 
非 线性 色谱 中 ,由 于 C. 与 C. 之 间 没 有 线性 关系 ,因而 峰 形 一 般 都 不 对 称 ,出 现 “ 拖 尾 " 或 “ 伸 百 
KHAR. 

CD 色谱 峰 的 峰 高 与 浓度 不 是 线性 关系 。 在 线性 色谱 中 峰 高 与 组 份 浓度 呈 线 性 关系 , 即 
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峰 高 随 浓度 增加 的 速率 不 变 。 峰 高 是 色谱 定量 分 析 的 重要 数据 ,通过 校正 曲线 ,从 峰 高 可 以 测 
得 组 份 的 信 量 。 但 在 非 线性 色谱 中 , 峰 高 增加 的 速率 随 浓 度 的 增加 而 逐渐 降低 ,因而 峰 高 不 能 
作为 定量 分 析 的 指标 。 


第 二 节 ” 非 线性 色谱 理论 基础 


非 线性 色谱 理论 是 研究 样品 在 固定 相 与 流动 相 中 的 浓度 处 于 非 线性 关系 的 状态 下 ,各 种 
实验 参数 对 色谱 分 离 过 程 的 影响 ,建立 起 柱 参 数 、 溶 质 性 质 及 操作 条 件 之 间 的 定量 关系 式 ” 。 
由 于 此 时 C, 与 C. 不 呈 线 性 关系 ,所 以 必须 首先 了 解 它 们 之 间 的 函数 关系 ,也 即 要 研究 吸附 等 
温 线 及 相应 的 吸附 模型 。 

一 、 吸 附 过 程 及 吸附 等 温 线 

吸附 指 一 种 通常 发 生 在 两 相 界 面 上 的 现象 :处 在 界面 上 的 分 子 或 原子 与 其 内 部 的 分 子 或 
原子 具有 不 同 的 能 量 与 性 质 ,产生 了 一 种 不 平衡 的 倾向 ,造成 界面 的 分 子 或 原子 数 与 内 部 不 
同 ,这 种 差异 就 形成 了 吸附 现象 。 

吸附 过 程 主要 分 为 两 大 类 :化 学 吸附 和 物理 吸附 。 化 学 吸附 热 大 ,吸附 过 程 往往 是 不 可 道 
的 ;而 物理 吸附 热 小 ,吸附 往往 是 可 逆 的 .在 非 线性 色谱 分 离 与 纯化 生物 大 分 子 的 过 程 中 ,需要 
的 吸附 是 后 者 而 不 是 前 者 ,因此 在 选择 分 离 与 纯化 的 条 件 时 ,必须 避免 化 学 吸附 的 产生 . 表 8- 
1 列 出 了 两 种 吸附 过 程 的 主要 区 别 。 

吸附 等 温 线 是 指 在 一 定 温度 下 物质 分 子 在 两 相 界 面 上 进行 的 吸附 过 程 达到 平衡 时 它们 在 
两 相 中 浓度 之 间 关 系 。 它 不 但 在 热力 学 研究 中 具有 重要 意义 ,而 且 在 非 线 性 色谱 学 的 研究 中 起 
着 重要 的 作用 。 


表 8 一 1 物理 吸附 与 化 学 吸附 特征 比较 


性 A 物理 吸附 化 学 吸附 
吸附 热 较 小 . RK 
(一 般 不 到 蒸发 潜 热 的 2 或 3 倍 ) CKCP ARR IHR 2 2 或 3 倍 , 与 化 学 反应 热 相当 ) 
apte US NE IE 8 EAE A up 
吸附 层 厚 度 单 分 子 或 多 分 子 层 单 分 子 层 
选择 性 非 选择 性 高 度 选择 性 


电子 转移 无 电子 转移 ,尽管 有 时 被 吸附 分 子 会 极 化 电子 发 生 转 移 , 导 致 被 吸附 分 子 与 吸附 剂 表面 成 键 


在 HPLC 领域 内 常 遇 到 的 吸附 等 温 线 可 分 为 下 列 几 类 , 即 凸 形 . 凹 形 .S 形 、H 形 和 阶梯 
形 。 图 8--2 列 出 了 这 几 种 典型 的 吸附 等 温 线 及 其 相应 的 色谱 峰 形 。 凸 形 吸附 等 温 线 是 液 - 固 系 
统 中 常见 的 一 种 ,通常 出 现 于 大 多 数 小 分 子 化 合 物 , 它 反映 了 溶质 分 子 在 固体 表面 达到 饱和 时 
生成 了 单 分 子 吸 附 层 。 随 着 溶质 浓度 的 增加 ,吸附 等 漫 线 的 曲率 逐渐 减 小 ,最 后 为 零 即 达到 饱 
和 态 。H 形 等 漫 线 是 凸 形 等 温 线 的 特殊 状态 , 它 代表 了 一 类 很 容易 在 固体 表面 吸附 的 物质 ,而 
且 很 容易 达到 饱和 态 , 这 类 吸附 主要 是 一 些 分 子 量 大 的 聚合 物 ,如 聚 乙烯 、. 聚 苯 乙 烯 等 高 聚 物 
及 酶 .核酸 蛋白质、 糖 等 生物 大 分 子 , 四 形 吸 附 等 温 线 是 适用 于 在 低 浓 度 下 已 吸附 的 被 吸附 分 
子 又 能 吸附 在 液 相 中 的 分 子 、 从 而 生成 多 分 子 吸 附 层 的 那些 物质 ,所 以 这 种 吸附 等 温 线 的 曲率 
随 浓度 的 增加 而 增加 。S 形 等 温 线 实际 上 是 凸 形 与 外形 两 种 等 温 线 冯 加 的 产物 , 它 代表 了 被 吸 
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附 的 分 子 之 间 具 有 很 强 的 作用 力 , 能 进一步 吸附 其 它 分 子 , 而 溶质 分 子 与 固 相 表面 的 作用 力 相 
对 较 弱 ,或 者 与 表面 覆盖 率 无 关 。 所 以 当 溶 质 浓度 增加 时 ,分子 在 固 相 表面 逐渐 吸附 , 趋 于 稳定 
后 被 吸附 的 分 子 又 吸附 其 它 分 子 , 这 就 是 反 S 形 。 若 最 初 吸附 不 强 ,但 被 吸附 分 子 与 未 吸附 分 
子 作用 力 却 十 分 强烈 , 则 容易 形成 正 S. 形 曲 线 . 这 丙种 类 型 在 生物 大 分 子 的 液 固 系 统 中 有 时 会 
遇 到 。 阶 梯形 的 吸附 等 温 线 代表 了 被 吸附 的 分 子 在 固 相 表面 随 液 相 中 溶质 浓度 的 增加 会 发 生 
吸附 取向 的 变化 或 吸附 状态 的 改变 .每 一 个 阶梯 代表 了 一 种 吸附 态 。 


人 
P 


4 
2 
一 
2 6 
5 


图 8-2 3 种 典型 的 吸附 等 温 线 及 相应 的 色谱 峰 形 
| (D hÉ; ap MÆ; am sx 
LX. 


C 
| C 
o 一 
从 吸附 等 温 线 所 提供 的 信息 可 以 (1 预测 代表 该 吸附 等 温 线 的 组 份 在 非 线性 色谱 中 色谱 
峰 的 形状 .通常 凸 形 等 温 线 产生 “ 拖 尾 ”( 即 前 端 陡峭 ,后 沿 平坦 ?的 峰 形 ,而 钙 形 等 温 线 具有 “ 伸 
舌头 ”( 即 前 沿 平坦 ,后 缘 陡 峭 ) 的 峰 形 。(2) 为 非 线 性 色谱 分 离 与 纯化 物质 选择 最 佳 条 件 。 由 于 
吸附 等 温 线 对 环境 变化 (如 pH 值 .离子 强度 ,流动 相 与 固定 相 的 组 成 等 ) 十 分 敏感 ,所 以 在 非 
线性 区 域内 被 分 离 物质 等 温 线 的 性 质 反 映 了 它们 在 非 线性 色谱 分 离 过 程 中 的 行为 。(3) 反 映 被 
分 离 物 质 分 子 与 固定 相 表 面 的 作用 ,从 而 研究 分 子 的 构 型 及 吸附 状态 。 因 为 吸附 等 温 线 的 形状 
是 判断 分 子 在 表面 吸附 机 理 的 重要 信息 .如 果 样 品 分 子 在 表面 形成 单 分 子 层 , 根 据 比 表面 的 大 
小 还 可 测 得 吸附 分 子 的 直径 以 及 分 子 吸附 构 型 等 许多 重要 的 物理 参数 。(4) 建 立 分子 结 构 - 吸 
附 之 间 的 定量 关系 ,从 而 由 分 子 结构 预测 吸附 性 能 ,因为 样品 分 子 的 总 吸附 能 应 该 是 分 子 中 各 
个 原子 与 官能 团 吸附 能 的 总 和 ,如 果 能 正确 测定 各 种 类 型 化 合 物 中 不 同 原子 与 官能 团 的 吸附 
能 ,就 可 以 计算 出 分 子 的 总 吸附 能 。 所 以 只 要 知道 分 子 结构 ,就 能 预测 出 它 在 某 种 固体 表面 的 
吸附 行为 。 
吸附 等 温 线 的 测定 可 以 分 为 静态 与 动态 法 两 大 类 。 静 态 法 较 简单 ,是 一 种 经 典 的 方法 :将 
被 测 物质 溶解 在 溶剂 中 配 成 一 定 浓度 的 溶液 ,再 放 入 一 定量 的 固 相 吸附 剂 ,等 体系 达到 平衡 


后 ,根据 溶液 浓度 的 减少 (4C)、 溶 液体 积 (Y ) 和 吸附 剂量 (G), 就 可 以 计算 溶质 在 吸附 剂 上 的 
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REU). 
q—AC*V/G (8—2) 
配制 一 系列 浓度 的 溶液 ,可 以 得 到 一 系列 g 值 ,将 9 与 其 相 平衡 的 C 作 图 , 即 可 得 该 溶质 
在 液 固 系统 中 的 吸附 等 温 线 。 由 于 吸附 等 温 线 是 温度 的 函数 , 故 上 述 测定 要 在 恒温 下 进行 。 更 
态 法 虽 方 便 简单 ,不 需 特殊 仪器 ,但 测定 缓慢 ,特别 是 生物 大 分 子 在 静态 液 回 系统 中 达到 平衡 
的 时 间 很 长 ,有 时 难以 判断 是 否 达 平衡 ,所 以 数据 不 易 测 准 ,影响 结果 的 可 靠 性 ,而 且 需 要 较 多 
的 被 测 样 品 ,--… 般 都 需要 几 百 瞩 克 乃至 克 级 ,对 于 那些 昂贵 的 生物 样品 是 绝对 不 可 能 的 。 用 动 
态 法 测定 可 弥补 静态 法 的 许多 不 足 。 动 态 法 最 早 是 用 气相 色谱 原理 来 测定 气 固 或 气 液 两 相 中 
的 吸附 等 温 线 的 ,常用 的 有 4 种 方式 :(1) 前 沿 分 析 (FA);(2) 特 征 点 前 沿 分 析 (FACP);(3) 符 
IERI ECP); OFER EPS., TE 80 年 代 初 ,这 几 种 技术 被 液 相 色谱 法 用 于 测定 生物 
大 分 子 在 液 固 系统 中 的 吸附 等 温 线 ,在 此 不 准备 详细 讨论 各 种 方法 , 表 8-2 列 出 了 它们 相互 
的 比较 。 由 表 8 一 2 可 知 ,FA 是 一 种 可 以 得 到 高 精度 吸附 等 温 线 的 测量 法 。 


表 8-2 FA ,FACP ,ECP EP 测定 吸附 等 温 线 的 比较 


方 法 检测 器 校正 进 样 量 进 样 次 数 扩散 影响 速度 精度 
FA 不 需 大 多 次 小 快 高 
FACP 必需 小 -次 大 快 可 以 
ECP 必需 很 小 一 次 大 快 一 般 
EP Ard 很 大 多 次 小 慢 可 以 


图 8-3 微量 吸附 等 温 线 测定 仪 流程 图 

1 一 高 压 泵 ;2 一 气动 闪 ;3 一 电磁 阁 ;4 一 压缩 空气 ; 

5 一 进 样 ;6 一 样品 管 A ;7 一 六 通 阀 A;8 一 六 通 阀 B; 
9 一 样品 管 B;10 一 吸附 柱 ;11 一 恒 漫 水浴; 

12 一 检测 器 ;13 一 记录 仪 ;14 一 流量 计 ;15 一 废 液 瓶 


为 了 减少 祥 品 用 基 , 作 者 研制 了 一 种 微量 吸附 等 温 线 测定 仪 (图 8 一 3)。 吸附 柱 是 内 径 0.5 

一 lmm ,长 3 一 5cm 的 毛细 管 ,内 装 固定 相 吸 附 剂 约 4 一 27hl。 由 于 吸附 剂量 少 ,达到 饱和 所 需 

的 溶质 量 也 少 。 样品 管 A 与 B 为 内 径 Imm ARA 2m 的 不 锈 钢管 ,与 两 个 六 通 阅 A 与 B 相 

连 , 它 们 被 交替 与 吸附 柱 相通 , 当 A 与 吸附 柱 相 连 时 B 则 与 注射 器 相通 ,可 以 将 另 一 浓度 溶液 

TRB 管 ,反之 亦 然 .A 与 B 两 个 六 通 阀 通过 气动 阀 作 同步 切换 。 高 压 泵 输送 液 相 交替 流 过 样 
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品 管 A 与 B 到 达 吸 附 柱 , 经 吸附 平衡 后 到 达 检 测 器 ,检测 器 输出 讯号 至 记录 仪 ,就 可 得 到 如 图 

8 一 4 那样 典型 的 台阶 形 前 沿 分 析 色 谱 图 。 从 每 一 个 台阶 可 以 计算 出 与 溶质 在 流动 相 中 的 浓度 

C 相对 应 的 固定 相 的 浓度 9g。 通 过 一 组 Ci、…、0, 与 91、…、8, 就 可 以 作出 吸附 等 温 线 中 。 
利用 上 述 方法 ,测定 了 不 同 生物 大 分 子 在 常用 HPLC 填料 上 的 吸附 等 温 线 ,研究 了 不 同 


操作 条 件 对 吸附 等 温 线 及 大 分 子 在 固定 相 上 吸附 行为 的 影响 号 一 。 
= 二 
$ se = E eS 


图 8 一 4 前 沿 分 析 测 定 a - 胰 凝 乳 蛋 白 酶 A 在 田阳 离子 交换 剂 (WCX ) 
上 吸附 等 温 线 的 色谱 图 


二 、 非 线性 色谱 基本 理论 
非 线 性 色谱 理论 是 通过 研究 被 分 离 物 质 在 两 相 中 呈 高 浓度 情况 下 的 浓度 变化 与 吸附 等 温 
线 、 传 质 速 率 、 进 样 方式 等 因素 的 关系 ,建立 起 定量 的 函数 形式 ,从 而 能 预测 最 佳 分 离 条件 , 得 
到 满意 的 分 离 结果 。 多 年 来 许多 学 者 做 了 大 量 的 工作 ,采用 计算 机 模拟 方法 ,讨论 了 非 线性 色 
. 谱 理论 中 各 参数 之 间 的 关系 “”。 为 简化 起 见 , 在 此 只 讨论 单 组 份 系统 。 
1. 吸附 平衡 热力 学 
当 被 分 离 物质 在 色谱 系统 中 达到 热力 学 平衡 时 , 它 在 液 相 与 固 相 中 的 浓度 关系 可 用 吸附 
S 十 A Ss -A 
式 中 K。、K 分 别 为 吸附 与 洗 脱 常数 。 若 用 @ 代表 溶质 S 吸附 在 吸附 剂 A 表面 的 浓度 ,C 
为 溶质 S 在 流动 相 中 的 浓度 , 则 上 述 平 衡 过 程 中 的 浓度 关系 可 表达 为 函数 @ 王 fc)。 这 种 亢 
数 有 许多 不 同 的 表达 式 , 如 Freundlish, BET , Langmuir „Jovanovic 等 。 但 对 大 多 数 化 合 物 而 
f Langmuir 是 用 得 最 多 的 一 种 , 即 : 
Q —aC/(14-5C) (8—4) 
式 中 a I b 为 吸附 常数 ,a 为 吸附 等 温 线 在 原点 的 斜率 , 是 结合 常数 。 一 az2 为 吸附 等 温 线 在 原 
点 的 曲率 , 负 号 表示 向 > BTE di. XI ef 0) MER, Langmuir 方程 式 变 为 ， 
= 一 42 a[i) | (8—5) 


T5377 
2-1 


(8—3) 
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若 一 个 含 二 组 份 的 二 元 体系 ,就 可 以 得 到 下 列 一 组 方程 式 ， 
， Q, = a,C,/(1 + 5,0, 4- 5,0,) 
Q; = a5C;/ C1 4- 510, 二 5,04) 
ERP Q.C adb 与 式 (8 一 4) 意 义 同 ,下 标 1 与 2 代表 不 同 组 份 。 TAR a/a: 即 为 分 析 色 谱 中 的 
相对 保留 比 a。 
2. 吸附 平衡 动力 学 
色谱 分 离 过 程 实际 上 是 一 个 由 不 平衡 到 平衡 .周而复始 的 连续 过 程 。 平 衡 的 速率 由 (8-- 
3) 式 可 以 表达 为 ， 
Ac K(Qi—-9Q) —K,*Q (8—6) 


Q 为 溶质 1 时 在 固定 相 上 的 浓度 ;8. 为 溶质 在 固定 相 上 的 饱和 浓度 , 它 也 等 于 固 相 表面 的 活性 
中 心 密度 ;K, 与 Ka 为 吸附 与 脱 附 常数 。 对 于 多 组 份 体系 ,就 要 列 出 对 应 的 多 组 份 联 立 方程 式 。 
3. 色谱 基本 物料 平衡 方程 


ERES AREN ERMA PAIERA: 
"E 27 "E eo D 4 (8 一 7) 


C 分 别 为 上 时 ， EAN EEAS EADAR, 9 为 相 比 , 即 固定 相 与 流动 相 
的 体积 比 ,@ 一 (1 一 se)/e,s 为 色谱 柱 空 院 度 ;uw 为 流速 ;D 为 轴 向 扩散 系数 ,代表 由 于 分 子 纵向 
扩散 与 涡流 扩散 (由 填充 不 匀 造 成 ) 产 生 谱 带 变 宽 的 权重 。 
如 果 柱 子 足 够 长 , 即 柱 效 无 限 ,同时 传 质 过 程式 (8 一 6)] 服 从 一 级 动力 学 方程 ,那么 (8 一 
DARP D 与 理论 塔 片 高 度 刀 、 柱 长 二 及 死 时 间 刀 有 下 列 关系 ， 
D—HL/?t, l (8—8) 
若 将 方程 式 (8 一 4) (8—6), (8—7), (8 一 8) 合 并 , 即 代表 了 单 组 份 物 质 在 色谱 分 离 过 程 中 
的 运行 规律 。 遗 憾 的 是 至 今 无 法 得 到 这 组 方程 的 分 析 解 ,即使 运用 电脑 ,也 无 法 得 到 它 的 数值 
解 。 为 此 必须 要 作 若 干 假设 ,简化 条 件 ,使 之 能 解释 非 线性 色谱 中 若干 现象 。 这 里 我 们 只 讨论 
溶质 在 两 相 中 达 瞬 间 平衡 ,而 且 轴 向 扩散 小 到 可 以 忽略 的 情况 ,此 时 可 以 认为 柱 效 是 无 限 的 ， 
那么 方程 (8 一 7 可 以 简化 为 ， 
SC 十 ob) 十 wo 和 -0 (8—9) 


其 中 为 溶质 在 两 相 中 吸附 等 漫 线 的 导数 ao /dC ;uo 为 流动 相 的 线 速度 。 式 (8--9) 经 简单 变 
换 可 写成 ， 


. u, = us/ (1 十 Ok!) (8—10) 
Hh au. 为 溶质 谱 带 的 移动 速度 。 方 程式 (8 一 10) 表 示 了 溶质 谱 带 速度 与 流动 相 线 速 . 相 比 8 及 
吸附 等 温 线 上 相应 于 浓度 C 时 的 导数 值 志 之 间 的 关系 。 应 用 此 式 可 以 解释 为 什么 不 同形 状 的 
吸附 等 温 线 会 产生 不 同形 状 的 非 线性 色谱 峰 。 

当 实 验 参 数 确 定 后 ,wo,@ 均 为 常数 ,所 以 a, 只 与 # 有关。 由 于 * 是 吸附 等 温 线 相应 于 各 浓 
度 的 导数 ,所 以 它 在 吸附 等 温 线 的 线性 范围 内 是 常数 ,在 非 线性 区 域内 是 浓度 的 函数 因而 在 
非 线性 色谱 中 溶质 分 子 在 不 同 浓度 时 移动 的 速度 是 不 同 的 ,这 就 是 随 着 色谱 过 程 的 展开 峰 形 
发 生变 化 的 原因 。 下 面 根据 不 同形 状 的 吸附 等 温 线 分 别 加 以 讨论 。 

(a) ”线性 吸附 等 温 线 (4 为 常数 )。 从 (8 一 10) 式 可 知 ,由 于 各 参数 均 为 常数 ,与 溶质 浓度 
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无 关 , 所 以 溶质 谱 带 移动 速度 不 随 浓度 变化 ,整个 谱 带 以 恒定 的 速度 , 随 流动 相 移动 。 由 于 我 
们 假设 轴 向 扩散 忽略 不 计 , 所 以 谱 带 形状 只 与 进 样 函数 有 关 。 严 格 而 言 ,在 色谱 柱 内 展开 时 谱 
峰 不 会 有 任何 变化 。 

(00 西 形 吸附 等 温 线 (x' 随 浓度 增加 逐渐 变 小 )。 由 于 溶质 浓度 低 时 * 值 大 ,而 浓度 高 时 
¢ 变 小 ,因而 从 (8 一 10) 式 可 知 w, 随 增 大 而 变 小 ,反之 随 记 变 小 而 加 快 。 这 表示 溶质 分 子 在 浓 
度 不 同 的 区 域内 移动 速度 不 同 , 低 浓 度 区 域内 的 分 子 移动 慢 , 高 浓度 区 域内 的 分 子 移动 快 。 当 
样品 进入 色谱 柱 后 , 随 着 流动 相 的 移动 ,就 逐渐 形成 了 前 沿 陡峭 后 沿 拖 尾 的 色谱 峰 。 浓 度 越 大 ， 
ji ERU, 

(c) MERRER Oe BU BERIME EK. AAEE 5 COE SE £T TR c TUA 
在 低 浓 度 区 域内 深 质 分 子 移动 快 ,高 浓度 区 域内 移动 慢 。 当 样品 进入 色谱 柱 后 ,在 前 沿 低 染 度 
区 内 分 子 移动 得 快 ,高 浓度 区 的 分 子 慢 ,而 在 后 沿 的 分 子 也 具有 同样 的 动力 学 行为 ,这 就 形成 
了 前 沿 平 坦 而 后 沿 陡峭 的 所 谓 “ 伸 舌头 ”的 峰 。 尽 管 在 柱头 开始 时 都 是 对 称 的 谱 带 。 . 

(a) S 形 吸 附 等 温 线 ( 必 随 浓度 增 大 先 增加 随后 减 小 )。 具 有 这 种 吸附 行为 的 分 子 在 低 浓 
度 区 域内 移动 较 快 , 随 着 浓度 的 增加 它们 的 移动 逐渐 减 慢 ,到 某 一 浓度 范围 内 (相应 于 吸附 等 
温 线 的 拐点 附近 区 域 ) 不 同 浓度 的 分 子 作 等 速 移动 ,相当 于 线性 吸附 区 ,浓度 再 增加 时 ,移动 速 
度 又 逐渐 增加 。 结 果 就 出 现 了 “ 卷 浪 ? 状 的 峰 形 。 

从 上 述 的 讨论 中 可 以 看 到 ,由 于 天 值 从 线性 区 的 常数 转 入 到 非 线性 区 为 浓度 的 函数 ,造成 
了 非 线 性 色谱 中 的 一 个 特点 即 峰 形 不 对 称 , 随 着 d?8 /d077 0 ,U&TE f E 3E ;d?9 /dc? 0, Wie 
形 拖 尾 ; 当 dQ /dc?==0 时 , 峰 形 对 称 ,第 二 个 特点 是 峰 极 大 值 对 应 的 时 间 ( 即 保留 时 间 )ts 不 是 
常数 ,而 是 浓度 的 函数 。 当 d'Q /dc?>>0 时 ,所 随 浓 度 增加 而 增加 ; 当 dQ /ac? 0 时 ,tr 随 浓 度 
。 增加 而 减 小 ; 当 dQ /dC?=0 时 ,ta 与 浓度 无 关 。 从 S 形 吸附 等 温 线 中 浓度 变化 所 产生 峰 形 的 改 
变 最 清楚 地 说 明了 上 述 的 情形 。 | 

色谱 分 离 过 程 实际 上 是 一 个 多 组 份 的 分 离 过 程 ,所 以 单 组 份 的 非 线 性 色谱 理论 不 符合 多 
组 份 的 分 离 情 况 。 由 于 多 组 份 的 理论 极为 复杂 ,至 今 未 能 得 到 满意 的 结果 2 。 而 简化 的 单 组 
份 理论 在 一 定 程度 上 却 有 助 于 我 们 去 预测 最 佳 分 离 条 件 , 所 以 仍 有 它 的 实际 意义 ,而 多 元 组 份 
非 线性 色谱 的 理论 仿 有 待 于 我 们 去 进一步 的 研究 。 


第 三 节 ” 非 线性 色谱 的 实验 方法 


由 于 非 线性 色谱 涉及 的 样品 浓度 大 大 高 于 线性 (分 析 型 ) 色 谱 的 ,因此 通常 的 分 析 型 色谱 
仪 及 其 流程 就 不 完全 符合 非 线性 色谱 的 要 求 , 某 些 部 件 必 须 加 以 改造 才能 满足 要 求 , 以 便于 在 
优化 条 件 下 使 用 ,而 且 在 实验 方法 上 也 需 加 以 适当 的 改变 。 

一 、 非 线性 色谱 中 的 固定 相 及 色谱 柱 

1. 固定 相 

在 生物 大 分 子 分 析 型 高 效 液 相 色谱 中 的 固定 相 目 前 几乎 都 用 细 颗 粒 大 孔径 的 填料 ,但 是 
在 非 线 性 色谱 中 粗 和 细 的 颗粒 两 者 都 在 使 用 。 原 则 上 讲 细 颗粒 填料 的 柱 效 要 高 ,但 价格 也 贵 。 
粗 颗 粒 填料 虽 柱 效 低 , 但 价格 便宜 ,而 且 柱 压 降 低 适合 于 大 型 制备 柱 。 填 料 的 基体 仍 以 硅胶 和 
有 机 树脂 两 大 类 为 主 。 从 目前 工作 来 看 ,如 果 硅 胶 和 有 机 树脂 基体 的 理化 性 能 (如 和 孔 际 度 、 颗 粒 
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大 小 、 比 表面 及 键 合 的 官能 团 ) 都 一 样 , 那 么 它们 呈现 的 色谱 性 能 也 没有 显著 差别 .关于 填料 孔 
径 大 小 的 要 求 对 不 同 生物 大 分 子 也 不 一 样 , 例 如 分 离 核酸 要 求 孔径 至 少 在 50nm 以 上 ,分 离 蛋 
白质 一 般 要 求 在 30 一 100nm ,而 且 随 分 子 量 不 同 而 异 。30 一 50nm 可 分 离 30 一 100kD 的 蛋白 
V ,而 分 离 100kD 以 上 的 蛋白 质 要 求 孔径 在 80— 100nm 。 孔径 越 大 , 比 表 面 越 小 ,因而 填料 对 
样品 的 负载 量 也 降低 ,而 且 机 械 强度 也 减弱 。 但 是 由 于 传 质 阻力 减 小 而 使 不 同 范 围 分 子 量 的 蛋 
白质 都 能 得 到 分 离 , 故 使 填料 效率 提高 。 以 下 就 分 离 生物 大 分 子 用 的 几 种 主要 填料 加 以 讨论 。 

O 反 相 填料 “在 使 用 反 相 盾 料 分 离 生物 大 分 子 时 ,除了 上 述 各 项 因素 要 考虑 之 外 , 烷 
基 链 长 是 很 重要 的 因素 。 反 相 填料 上 键 合 的 烷 基 链 长 似乎 与 蛋白 质 的 分 子 量 也 有 反 相 的 关系 ， 
即 长 链 烷 基 填料 (如 Cs 一 cu) 适合 于 分 离 小 肽 ,而 短 链 烷 基 ( 如 C, 一 Cs) 适合 于 多 肽 及 蛋白 质 。 

(2) 朴 水 作用 填料 “这 种 填料 的 疏水 作用 比 反 相 填料 弱 ,主要 是 填料 表面 烷 基 密度 小 、 
链 长 短 。 有 的 甚至 用 极 性 较 大 的 N -酰基 和 烷 氧 基 的 乙 二 酵 通过 丙 基 硅烷 接 到 硅胶 表面 。 此 外 
还 有 在 硅胶 表面 先 键 合 亲 水 的 高 分 子 薄 层 ,再 使 薄 层 酰基 或 烷 基 化 ,对 于 有 机 载体 通常 表面 键 
合成 聚 醛 或 荣 基 。 后 者 比 前 者 酬 水 作用 强 ,用 于 分 离 在 聚 醚 固定 相 上 不 保留 的 亲 水 性 强 蛋白 
质 
( €» 离子 交换 填料 “在 生物 大 分 子 分 离 中 常用 的 包括 强 阳 、 弱 阳 、 强 阴 、 弱 阴 4 种 填料 。 
强 与 弱 型 研究 采用 哪 一 种 要 根据 分 离 的 对 象 ,没有 普遍 通用 的 规则 。 由 于 电荷 密度 是 离子 交换 
分 离 中 的 关键 因素 , 它 受 溶液 的 pH 值 影响 . 而 强 离子 交换 填料 的 pK 值 受 pH 值 影 响 小 ,在 较 
广泛 的 pH 值 范围 内 基本 不 变 。 所 以 唯一 受 pH 值 影响 的 是 生物 大 分 子 本 身 的 电荷 密度 。 但 是 
对 弱 离 子 交 换 填 料 情况 就 复杂 些 ,因为 离子 交换 剂 本 身 的 pk 值 也 受 pH 值 影响 ,所 以 无 论 是 
填料 本 身 还 是 生物 大 分 子 的 电荷 密度 都 与 pH 值 有 关 。 因此 从 获得 优化 条 件 来 看 ,在 强 离子 交 
换 剂 上 比 弱 型 更 容易 些 。 但 是 优化 条 件 与 选择 性 无 关 , 有 时 用 弱 型 离子 交换 填料 可 比 强 型 得 到 
更 好 的 选择 性 ,因为 基体 的 疏水 性 及 配 位 体 的 密度 稍稍 变化 就 会 对 弱 型 填料 的 选择 性 产生 很 。 
大 的 影响 。 

(4) 体积 排斥 填料 “无 机 填料 以 硅胶 为 主 。 缺 点 是 不 能 用 于 高 pH 值 的 流动 相 , 而 且 表 
面 无 法 做 到 真正 情 性 ,经 入 生化 处 理 后 会 多 少 残留 些 OH 基 , 它 会 起 吸附 或 阳离子 交换 剂 的 作 
用 ,目前 采用 在 其 表面 键 合 或 涂 演 亲 水 性 高 分 子 涂 层 ,如 聚 乙 烯 醇 等 。 有 机 填料 中 常用 
Pharmacia 出 的 琼脂 类 填料 ,如 Suprose 。 其 虽 不 表现 出 静电 作用 ,但 在 盐 浓 度 大 于 0. 5mol/L 
时 ,对 蛋白 质 有 柱 水 作用 反应 ,这 种 琉 水 作用 力 是 琼脂 在 交 联 过 程 中 引入 的 。 其 它 的 有 机 填料 
如 聚 甲 基 丙 烯 酸 酯 类 、 聚 乙烯 醇 类 等 多 少 具 有 了 杖 水 作用 及 阳离子 交换 剂 的 特征 ,因而 至 今 缺 乏 
十 分 理想 的 体积 排斥 填料 。 

(5) ” 亲 和 填 料 ” 亲 和 填料 尽管 选择 性 极 好 ,但 最 大 的 问题 是 商品 种 类 太 少 ,几乎 对 每 种 
生物 大 分 子 的 分 离 都 需要 合成 该 种 大 分 子 所 需要 的 特殊 亲 和 填 料 ,所 以 给 色谱 分 离 带 来 了 一 
定 困难 。 为 此 ,目前 出 现 了 许多 预 活 性 的 商品 柱 , 如 环 氧 .N -羟基 丁 二 酰 亚 胺 , 重 氮 盐 , 只 需 将 
生物 活性 基 团 键 合 到 这 种 柱 上 就 可 以 使 用 ,图 8 一 5 列 出 了 以 硅胶 为 基体 合成 带 有 各 种 不 同 活 
性 茜 团 的 预 活性 填料 的 合成 路 线 , 它 们 与 配 位 体 进一步 反应 可 以 得 到 具有 各 种 生物 活性 的 亲 
和 填料 。 此 外 ,还 有 蛋白 A 与 刀 豆 球 蛋 白 A 柱 也 已 有 商品 出 售 ,用 于 分 离 单 克隆 抗体 、 免 疫 球 
蛋白 G、 糖 蛋白 , 糖 肽 . 糖 脂 等 。 | 

在 目前 使 用 的 分 离 与 纯化 生物 大 分 子 的 填料 中 ,日 本 东洋 曹 达 (TOSOH ) 公 司 生产 的 
TSK 系列 是 一 种 使 用 较 广泛 ,性 能 较 好 的 填料 。 表 8 一 3 列 出 了 TSK 系列 的 各 种 填料 及 主要 
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性 能 。 
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图 8—5 硅胶 为 基体 合成 带 不 同 活性 基 团 中 间 体 及 配 位 体 


的 亲 和 色 谱 填 料 的 合成 路 线 
| 表 8-3 TSK 系列 的 填料 及 其 性 能 
"-— COCO 
TSK —Gel 填料 类 m | 用 R 
G1000H ,G2000H , . 
e Groon BUR CARE KREE IRE TRIS ARRAS 
G2000PW ,G3000Pw . 
案 乙 烯 型 亲 水 凝 胶 、 体 积 排斥 填料 核酸 、 糖 类 分 离 与 纯化 
ee ,G8000Pw 
G20008W ,G3000s w , ` 
健 胶 型 亲 水 凝 胶 .体积 排斥 填料 蛋白 质 、 酶 、. 肽 类 分 离 与 分 析 
G1000SW 
CM —?SW.CM — 35W 体 胶 型 台 阳 离子 交换 剂 (-Coo-) 
“MPw FKEA PRRI F RRA Coo EAI FAR ETIESE ERICH HE 分离 可 
SP —5PW TEKES CORRE 隆 交换 前 ( 一 SO3) 纯化 
DEAE — 2SW. | 
TERAS IHR PZA CN HEt) 
DEAE -35W 
DEAE 一 5PW 


RA TRKE A TERON HHEN) 
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( 续 表 ) 
TSK 一 Gel 填料 类 型 用 途 
Phenyl-SPW 荣 基 键 从 的 亲 水 高 分 子 型 琉 水 作用 填料 生物 大 分 子 的 分 析 与 分 离 
Ether -5PW ”之 二 醇 键 合 的 亲 水 高 分 子 型 天 水 作用 填料 
pheny! 5PW -RP 茶 基 键 合 反 相 卦 料 ( 东 水 澡 分 了 型 。 分子量 大 的 蛋白 质 和 肽 .分子量 小 的 蛋白 质 、 低 分 
Octadecyl — 4PW 十 八 烷 基 反 相 填 料 ( 亲 水 高 分 子 型 TRAVU 、. 肽 .核酸 等 的 分 析 与 分 离 


ODS 一 120A ,120T 


及 80TM 十 八 烧 基 反 相 填 料 ( 桂 胶 型 
Oligo DNA RP 核酸 反 相 填料 ( 亲 水 高 分 子 型 ) 
Amide —80 E 正 相 酰 胺 填料 ( 侍 胶 型 ) 单 糖 、 骞 糖 、 多 元 醇 的 分 离 与 分 析 
Chelate — 5PW 二 醋酸 亚 胺 含 重金 属 离 予 Cu2+ Zn?* Ni2+ 等 蛋白 质 的 分 析 与 
分 离 
Heparin 一 5PW 肝素 凝结 因子 、 脂 蛋白 质 、 脂 酶 等 的 分 析 与 分 高 
Biue 一 5PW Cibacron 等 F3G —A 清和 蛋白 .细胞 生长 因子 .干扰 素 、 转 移 酶 . 育 合 酶 的 
分 析 与 分 离 
Boronate —5PW HAEREERE 糖 蛋白 、 转 移 RNA . 核 苷 、 核 苷 酸 、 酶 . 儿 茶 酚 碱 的 
. 分 析 与 分 离 
ABA 一 5PW XT S AE H BK BEDE, FREIES o CN A 4B; 4 S 
HA —1000 BERKA 蛋白 质 、 肽 .核酸 的 分 析 
Sugar AXI 单 氨 型 强 阴 离子 交换 剂 ( 恒 强度 淋 洗 ) 单 糖 、 双 粮 、 酶 醇 的 分 析 
Sugar AXG 单 氮 型 强 阴离子 交换 剂 (梯度 淋 洗 ) 有 机 酸 的 分 析 
Enantio 
手 性 固定 相 填 料 光学 异 构 体 分 离 
Pis P2:z,Li,Ly> 
DEAE —NPR 弱 阴 离子 交换 剂 ( 一 N+HEto) 
(实心 亲 水 高 聚 物 ) . 
SP—NPR 强 阳 离子 交换 剂 (一 SO;) 蛋白 质 快速 分 析 与 分 离 
(实心 亲 水 高 聚 物 ) 


2. 色谱 柱 及 填充 技术 

以 分 离 与 纯化 为 主要 目标 的 非 线 性 色谱 与 分 析 色 谱 一 样 , 色 谱 柱 是 极 关键 的 部 分 。 高 效 色 
谱 柱 是 使 分 离 纯化 过 程 达到 低 投入 高 产 出 的 重要 因素 ,因此 色谱 柱 的 设计 极为 重要 。 首 先 , 色 
谱 柱 长 度 的 选择 要 考虑 多 种 因素 ,例如 ,为 达到 一 定 的 分 离 度 就 要 求 有 一 个 起 码 的 柱 长 ,否则 
分 离 的 组 份 就 达 不 到 所 需 的 纯度 。 但 是 ,不 同 的 填充 方法 填充 的 色谱 柱 都 有 一 个 最 长 的 限度 ， 
超过 这 个 限度 ,就 无 法 得 到 均匀 的 填充 床 。 就 目前 用 的 匀 浆 填充 技术 很 少 填充 长 度 超过 50cm 
的 色谱 柱 。 此 外 柱 效 也 不 是 与 柱 长 永远 呈 比 例 增长 ,超过 某 一 长 度 , 柱 效 不 再 随 柱 长 增加 。 还 
有 高 压 泵 的 容量 也 不 允许 使 用 很 长 的 色谱 柱 。 诸 如 此 类 种 种 因素 使 我 们 要 综合 考虑 ,设计 合理 
的 柱 长 ,因此 并 非 越 长 越 有 利 。 在 置换 色谱 中 ,超过 最 佳 柱 长 ,反而 会 降低 产 率 、 提 高 成 本 。 其 
次 , 柱 径 的 选择 也 很 重要 , 柱 径 的 增加 不 仅 可 使 样品 负载 成 平方 的 增加 ,而 且 也 可 使 柱 效 提高 ， 
一 旦 色谱 柱 达 到 “无 限 直 径 ” 时 ,可 以 消除 管 壁 效应 带 来 的 柱 效 损失 ,提高 分 离 效 率 。 
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柱 的 填充 目前 主要 仍 用 干 法 , 温 法 两 种 . 干 法 简单 方便 ,不 需 特殊 设备 ,但 柱 效 一 般 较 差 ， 
只 适用 于 直径 大 于 30um 的 颗粒 ,而 且 更 适用 于 直径 较 大 的 色谱 柱 。 填充 后 的 柱 要 通 流动 相 稳 
定 柱 床 ,一 般 使 用 高 压 泵 与 色谱 柱 可 以 忍受 的 最 大 流速 ,这 时 往往 由 于 柱 床 受 压 而 在 柱头 出 现 
空间 ,需要 补充 填料 ,如 此 反复 多 次 ,直到 无 空间 为 止 。 湿 法 填充 主要 适用 于 20um 以 下 的 颗粒 
填料 ,分 恒 辣 与 恒 压 填充 两 种 。 前 者 在 高 压 泵 允许 的 最 大 流速 下 填充 色谱 柱 ,后 者 用 气动 放大 
RTE 50— 70M Pa 下 装 柱 . 湿 法 又 称 匀 浆 法 ,根据 制备 匀 浆 技术 的 不 同 又 可 分 为 平衡 密度 ,高 粘 
度 、 静 电 分 散 或 低 密度 低 粘度 剧烈 震荡 等 方法 ,以 使 填料 蜂 粒 在 装 柱 过 程 中 分 布 均匀 ,不 出 现 
沉降 现象 .这 些 要 求 与 填充 分 析 柱 差别 不 大 ,但 当 柱 直径 增 大 时 , 柱 的 稳定 性 就 成 了 主要 问题 ， 
刚 填充 好 的 柱 在 使 用 一 段 时 间 后 经 常 在 柱头 出 现 空间 .造成 此 现象 的 原因 错综复杂 ,至 今 仍 有 
待 研究 ,但 硅胶 在 流动 相 中 洲 解 流失 是 其 原因 之 一 。 为 了 防止 出 现 死 空间 而 降低 柱 效 , 对 制备 
柱 采用 了 压缩 技术 , 它 又 可 分 为 径 向 压缩 , 轴 向 压缩 两 大 类 ,. 径 向 压缩 的 过 程 是 ,填料 装 在 管 壁 


— 柔软 的 容器 中 ,外 有 不 锈 钢 套 管 ,在 二 管 中 间 通 入 一 定 压 力 的 气体 ,气体 压力 挤 压 装填 料 的 管 


壁 可 以 避免 柱 内 死 空 间 的 出 现 , 如 图 8 — 6a 所 示 。 采 用 这 种 办 法 即使 用 干 法 填充 15um 的 填 
料 ,也 能 得 到 满意 的 结果 .其 缺点 是 对 直径 较 大 的 色谱 柱 , 径 向 压缩 会 产生 径 向 密度 梯度 ,这 种 
梯度 会 使 流动 相 线 速 在 同一 横 截面 上 不 均匀 ,使 峰 形 扭曲 ,变形 ,影响 分 离 . 轴 向 压缩 是 在 柱 一 
端 或 两 端 有 气动 活塞 可 以 挤 压 固定 相 填 料 ,防止 死 空间 出 现 , 如 图 8- 6b 所 示 。 其 缺点 是 每 根 
柱 都 要 有 自己 的 一 套 活 塞 系 统 , 而 且 活 塞 杆 的 长 度 要 与 柱 相 当 ,使 整个 柱 系统 变 得 很 长 。 此 外 
偿 有 采用 径 向 与 轴 向 结合 的 挤 压 法 , 即 在 色谱 柱 中 心 插入 一 根 带 有 锥 面 的 活塞 杆 , 通 过 锥 面 的 
挤 压 在 径 向 与 轴 向 同时 产生 压力 ,避免 死 空间 的 产生 ,如 图 8 一 6c 所 示 。 这 种 技术 具有 上 述 二 
者 的 优点 ,但 也 造成 活塞 杆 端的 密封 及 流动 相 和 样品 均匀 分 布 等 困难 。 

二 样品 溶解 与 进 样 方法 . 

用 非 线性 色谱 分 离 与 纯化 生物 大 分 子 时 ,制备 合适 的 样品 溶液 是 成 败 的 关键 之 一 .以 蛋白 
质 为 例 ,一 般 溶 解 度 有 限 ,通常 需 加 入 其 它 试 剂 以 增加 它 在 水 中 的 溶解 度 。 常 用 的 有 526 
60% HER, 4— 6mol/L 尿素 、0.01% 十 二 烷 基 础 酸 钠 (SDS)、0. 1% 三 氧 醋酸 。 除 溶解 度 外 溶剂 
的 性 质 必须 适应 于 所 用 的 固定 相 , 使 大 量 的 样品 溶液 导入 色谱 柱 后 不 马上 扩散 ,集中 在 柱头 ， 
以 达到 “ 塞 式 ” 进 样 的 目的 。 例 如 在 反 相 色 谱 中 ,溶解 样品 溶剂 的 极 性 必须 大 于 流动 相 ; 吸 附 色 
谱 中 恰恰 相反 ,溶剂 的 极 性 必须 小 于 流动 相 :而 在 蓝 水 作用 色谱 中 ,溶剂 的 离子 强度 不 能 小 于 
流动 相 的 离子 强度 等 等 .这 些 都 是 为 了 保证 大 基 样 品 溶液 进入 色谱 柱 后 会 集中 在 柱头 ,不 会 在 
柱 内 展开 ,以 免 与 流动 相 的 展开 发 生 干 扰 ， 

适当 溶液 制备 后 , 进 样 方式 也 十 分 重要 ,这 个 在 分 析 色 谱 中 不 引起 注意 的 问题 在 大 量 分 离 
与 纯化 工作 中 显得 十 分 突出 。 即 如 何 保证 大 量 样品 溶液 能 均匀 分 布 在 柱 的 截面 上 ,使 轴 向 扩散 
及 局 部 超载 降 至 最 小 。 目 前 进 样 方法 有 两 种 :QD 采用 带 样 品 管 的 六 通 进 样 阀 。 若 样品 管 的 容 
积 太 大 (如 大 于 ImD ,在 空 管 中 会 产生 Poiseuille 径 向 速度 分 布 ,使 样品 溶液 带 进入 柱头 时 加 
宽 , 所 以 一 个 较 好 的 办 法 是 用 大 于 固定 相 颗 粒 2 到 3 倍 的 惰性 实心 颗粒 填充 样品 管 , 可 大 大 减 
少 径 向 速度 不 均 引 起 的 进 样 区 变 宽 。 图 8-7 比较 了 空 管 与 填充 样品 管 造 成 样品 区 域 分 布 的 情 
况 。@ 用 高 压 夺 直接 输送 样品 进入 色谱 柱 , 由 于 与 流动 相 混合 ,所 以 能 保证 样品 均匀 进入 柱头 
的 横 截面 。 要 注意 样品 的 浓度 不 能 太 高 ,以 免 析 出 沉淀 。 样 品 进入 色谱 柱 也 有 多 种 方式 ,如 中 
心 注射 、 锥 型 注射 、 横 截面 注射 等 中心 注射 在 进补 体积 较 小 时 ,分 离 效 果 好 ,但 随 进 样 体积 增 
大 柱 效 逐渐 降低 ,而 模 截 面 注 射 恰恰 相反 。 表 8 一 4 比较 了 这 两 种 样品 分 布 对 柱 效 的 影响 。 
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图 8-6 制备 色谱 柱 中 各 种 压缩 技术 示意 图 
(箭头 指示 压力 的 方向 及 大 小 ) 
(a) 径 阿 压缩 ; Co fs] FR AES O MEWE 


—- — FN na i ll 
70 60 50 40 30 20 10 0 
洗 脱 体积 (流速 30ml / min) 


图 8-7 空 管 与 填充 样品 管 进 样 效果 的 比较 
——, EO —25ml.P3ff 4. 6mm); 
eH ; 填充 管 — 25m, H 4. 6mm ,填充 120m 微 珠 ) 


表 8-4 中 心 进 样 与 横 截面 进 样 对 柱 效 影响 的 比较 


进 样 方式 HRR, ml 柱 效 HETP， um 
中 心 进 样 0.1 24.5 
0.2 25.0. 
0.5 ^. 830.0 
1.0 58.0 
2.0 290. 0 
横 截 面 进 样 0.1 34. 5 
0.2 - 88.5 
0.5 31.0 
n0 7 40. 5 
2.0 49. 5 


三 、 非 线性 色谱 中 3 种 常用 的 展开 方式 
超载 洗 脱 .前 沿 分 析 的 置换 展开 是 非 线性 色谱 中 常用 的 3 种 操作 方式 ,在 实际 工作 中 究竟 
选择 什么 方式 要 取决 于 样品 的 性 质 . 所 需 的 产品 纯度 及 要 求 的 产 率 . 以 下 将 分 别 讨论 这 3 种 展 
开 的 方式 。 
1， 超 载 洗 脱 
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所 谓 超 载 洗 脱 与 传统 的 洗 脱 色谱 差别 不 大 ,只 是 样品 在 固定 相 上 的 负载 超过 了 线性 洗 脱 
色谱 的 容量 。 当 样品 进入 色谱 柱 后 ,其 中 不 同 组 份 随 流动 相 以 不 同 的 速度 移动 ,因而 样品 沿 色 
谱 柱 展 开 时 ,由 于 不 断 被 流动 相 稀释 ,浓度 逐渐 降低 ,形成 较 宽 而 平坦 的 峰 . 控 制 洗 脱 色谱 中 分 
离 效率 的 主要 因素 有 两 个 :中 样品 的 选择 性 ,这 是 与 洗 脱 过 程 热力 学 有 关 的 参数 ,取决 于 固定 
相 、 流 动 相 及 样品 在 两 相 中 的 吸附 行为 .温度 等 .@ 单 位 柱 长 的 扩散 效应 ,这 是 与 洗 脱 过 程 动力 
学 有 关 的 参数 ,取决 于 固定 相 的 颗粒 度 、 柱 填充 的 均匀 性 \ 流 动 相 的 线 速度 等 .通常 用 理论 培 板 
高 度 H 作 指 标 , 应 该 越 小 越 好 。 洗 脱 展开 在 制备 工作 中 又 可 分 为 线性 洗 脱 与 非 线 性 ( 即 超载 ) 
洗 脱 两 种 ,前 者 是 指 制备 分 离 的 样品 浓度 较 低 ,在 吸附 等 温 线 的 线性 范围 ;后 者 是 指 样品 浓度 
很 高 ,超出 了 吸附 等 温 线 的 线性 范围 .显然 ,从 提高 纯化 的 产 率 来 看 , 非 线性 洗 脱 法 大 大 优 于 线 
性 洗 脱 法 ,不 但 产 率 高 .省 时 ,而 且 节 省 大 量 溶剂 及 产品 的 后 处 理工 作 ,但 柱 效 率 不 如 线性 洗 脱 
高 ,典型 的 色谱 图 如 图 8 一 8a 所 示 。 不 论 线性 洗 脱 还 是 超载 洗 脱 ,与 其 它 两 种 展开 方式 相 比 它 
的 最 大 优点 是 易于 为 色谱 分 析 人 员 所 接受 ,因为 它 只 须 从 分 析 色 谱 条 件 加 以 适当 放大 和 修改 
即 可 用 于 制备 洗 脱 ,得 到 与 分 析 色 谱 类 似 的 分 离 效果 ,但 它 最 大 的 缺点 是 样品 在 分 离 过 程 中 不 
断 稀释 ,增加 了 后 处 理 的 工作 量 , 而 且 十 分 昂贵 的 固定 相 的 利用 率 不 如 其 它 两 种 展开 方式 高 。 


(a) 


eo 


图 3-8 非 线 性 色谱 3 种 展开 方式 的 典型 色谱 图 
(a) 超载 洗 脱 ， ”(b) ”前沿 分 析 ; (O 置换 展开 


2. 前 沿 分 析 

前 沿 分 析 与 洗 脱 展开 不 同 ,样品 溶液 不 是 作为 一 部 分 进入 色谱 柱 ,而 是 连续 不 断 地 输入 色 
谱 柱 , 即 它 本 身 起 了 流动 相 的 作用 。 样 品 中 不 同 组 份 根据 与 固定 相 作 用 力 强 弱 不 同 ,产生 了 不 
同 的 移动 速度 。 若 以 组 份 浓度 对 流出 时 间作 图 ,分离 结果 并 不 同 于 洗 脱 展开 以 谱 峰 形式 出 现 ， 
而 是 形成 一 个 个 台阶 ,如 图 8 - 86 所 示 , 每 个 台阶 表示 在 色谱 柱 流出 液 中 至 少 增加 了 一 个 组 
份 。 所 以 第 一 个 台阶 代表 一 个 组 份 , 它 的 保留 行为 最 弱 。 第 二 个 台阶 表示 除了 第 一 组 份 外 ,又 
至 少 多 了 一 个 组 份 ,所 以 是 二 元 混合 组 份 , 直 至 输入 与 流出 的 组 成 完全 相同 。 因 此 前 浴 分 析 不 
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可 能 将 样品 中 每 个 组 份 都 分 离 回收 ,这 与 洗 脱 展开 完全 不 同 。 但 它 很 适合 于 浓缩 痕 量 组 份 ,使 
之 进一步 分 离 与 纯化 ,也 适合 于 产品 的 精制 ,除去 痕 量 的 杂质 。 前 沿 分 析 的 另 一 个 显著 特点 是 
在 分 离 过 程 中 由 于 样品 溶液 本 身 就 是 流动 相 , 组 份 的 浓度 不 会 象 洗 脱 展开 中 那样 逐渐 稀释 前 
沿 分 析 在 非 线 性 色谱 中 还 是 测定 样品 吸附 等 温 线 常用 的 一 种 技术 。 

3. 置换 展开 

置换 展开 与 洗 脱 展开 差别 不 大 ,但 大 多 数 分 析 色 谱 工 作者 对 它 仍 较 陌生 .两 者 主要 的 不 同 
是 在 样品 输入 色谱 柱 后 ,用 一 种 与 固定 相 作用 力 极 强 的 流动 相通 入 色谱 柱 ,去 替代 结合 在 固定 
相 表面 的 溶质 分 子 , 这 种 流动 相称 为 置换 剂 。 样 品 在 置换 剂 推 动 下 沿 色谱 柱 前 进 , 如 果 色 谱 柱 
长 度 足 够 ,最 后 会 使 样品 中 各 组 份 按 作 用 力 强 弱 的 次 序 ,排列 成 一 系列 前 后 相 邻 的 谱 带 。 每 个 
谱 带 在 置换 剂 的 推动 下 ,以 同样 的 速度 即 置换 剂 的 流速 向 前 移动 ,此 时 系统 达到 了 平衡 ,如 图 
8 —8c 所 示 。 进一步 展开 不 仅 不 会 增加 分 离 度 反 而 由 于 纵向 扩散 使 谱 带 边 缘 相互 混合 加 剧 , 影 
响 分 离 效果 ， . 

置换 色谱 的 特殊 优点 是 样品 中 各 组 份 的 浓度 在 展开 过 程 中 不 但 不 会 降低 ,有 时 甚至 还 能 
提高 , 即 起 到 浓缩 的 作用 。 这 是 其 它 两 种 展开 方式 无 能 为 力 的 。 其 次 是 单位 柱 长 的 固定 相 利 用 
率 也 是 在 3 种 展开 方式 中 最 高 的 ,特别 是 由 于 固定 相 的 价格 至 今 十 分 昂贵 ,因此 对 大 规模 制备 
工作 ,采用 这 种 展开 方式 在 经 济 上 十 分 合算 。 

当然 置换 色谱 也 有 它 固有 的 缺 …: ,首先 是 不 易 技 到 合适 的 置换 剂 。 合 适 的 置换 剂 要 求 ， 
(1) 吸附 等 温 线 是 相形, 而 且 吸 附 系 数 要 大 于 样品 中 任何 组 份 。(2)， 在 流动 相 中 要 易 溶 ， 
(3) 不 与 样品 及 流动 相 发 生 任 何 化 学 反应 。(4) ”易于 从 固定 相 表面 洗 脱 下 来 . 此 外 还 要 考 
虑 到 价格 .纯度 等 .因此 寻找 符合 这 些 要 求 的 理想 置换 剂 特别 是 适合 于 生物 大 分 子 分 离 的 更 为 
困难 .其 次 是 要 找到 合适 的 固定 相 与 流动 相 体系 ,使 被 分 离 的 样品 在 此 体系 内 的 吸附 等 温 线 呈 
现 凸 形 ,否则 无 法 进行 置换 展开 。 还 有 每 次 置换 展开 结束 ,一 定 要 把 色谱 系统 中 的 置换 剂 冲洗 
干净 , 即 要 使 色谱 柱 再 生 后 才能 进行 下 一 次 展开 。 最 后 由 于 大 多 数 色 谱 分 析 人 员 习 惯 于 洗 脱 展 
开 , 对 这 种 独特 的 置换 展开 较为 生 朴 ,也 防 碍 了 它 在 分 离 与 纯化 中 的 广泛 使 用 。 


表 8-5 非 线性 色谱 中 各 种 展开 方式 的 比较 


展开 方式 ERF 流速 MRE PR ”是 否 要 再 生 save 收 率 

可 比 性 
m EE. ann 高 要 差别 很 大 <100% 
超载 洗 脱 "EAM 5 — NER S 7E 相似 "i 
L SMELL MOO SEO LION 


表 8-5 比 较 了 非 线性 色谱 中 的 超载 洗 脱 .置换 色谱 与 线性 色谱 中 的 线性 洗 脱 ,各 自 优 缺 
点 一 目 了 然 , 有 助 于 我 们 针对 不 同样 品 选用 合适 的 展开 方式 。 
` 色 谱系 统 的 生物 相 容 性 
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色谱 系统 中 所 用 的 材料 对 生物 大 分 子 的 分 离 与 纯化 有 相当 大 的 影响 。 通 常 液 相 色谱 仪 中 
与 流动 相 接触 的 部 件 一 般 采 用 316 号 不 锈 钢 , 然 而 这 种 材料 对 生物 大 分 子 的 色谱 分 离 并 不 合 
i. 首先 由 于 生物 大 分 子 常常 溶 于 不 同 pH 值 的 缓冲 溶液 中 ,因而 长 期 与 316 号 不 锈 钢 接触 会 
产生 不 同 程度 的 腐蚀 ,特别 是 用 朴 水 作用 机 理 分 离 生物 样品 时 ,流动 相 中 高 浓度 的 盐 淤 液 对 色 
谱系 统 的 侵蚀 更 为 严重 ,引起 盐 溶 液 外 渗 ,析出 沉淀 ,造成 高 压 泵 的 密封 性 能 变 差 , 耐 压 能 力 降 
低 ,流量 不 稳 ,以 至 无 法 正常 使 用 。 其 次 是 生物 大 分 子 在 316 不 锈 钢 表面 的 严重 吸附 造成 色谱 
定性 与 定量 分 析 的 困难 ,重复 性 差 。 尤 其 是 在 色谱 柱 两 端的 不 锈 钢 过 滤 片 部 分 ,由 于 表面 积 大 ， 
极 容易 吸附 生物 大 分 子 ,严重 时 甚至 会 堵塞 滤 片 ,引起 柱 压 突然 增加 。 为 解决 上 述 问 题 , 一 般 可 
采取 以 下 几 种 办 法 : (1) 选 择 合适 的 色谱 条 件 , 尽 量 减少 生物 大 分 子 的 吸附 ,因为 生物 大 分 子 在 
不 锈 钢 表面 的 吸附 与 许多 实验 参数 有 关 , 只 要 选择 适当 的 实验 条 件 就 可 以 把 生物 大 分 子 的 吸 
附 降 到 最 小 限度 。(2) 采 用 其 它 金 属 材料 (如 钛 等 ) 以 降低 生物 大 分 子 在 其 表面 的 吸附 性 能 。 
(3) 在 316 不 锈 钢 表面 用 亲 水 性 高 分 子 材料 进行 化 学 处 理 。 作 者 曾 用 异氰酸酯 的 加 成 反应 处 理 
不 锈 钢 表 面 获得 亲 水 性 的 蓝 层 中 , 它 不 但 大 大 降低 了 对 生物 大 分 子 的 吸附 性 能 ,而 且 具 有 良好 
的 机 械 稳 定性 ,能 使 用 在 各 种 不 同 的 化 学 环境 中 。 表 8 一 6 列 出 了 各 种 不 同 材料 及 处 理 过 的 过 
滤 片 对 蛋白 质 吸 附 性 能 的 比较 。(4) 采 用 Peek 工程 塑料 , 它 是 一 种 线性 芳香 族 聚 合 物 .结构 式 


Oo 
Je OE 
可 适合 于 大 多 数 化 学 溶剂 。 目 前 市 场 上 已 有 用 Peek 工程 塑料 做 的 接头 、 连 接管 道 .色谱 柱 等 。 
当然 Peek 塑料 也 有 缺点 , 它 不 适合 于 某 些 有 机 溶剂 ,如 二 握 甲 煤 、 浓 HNO;、HzSO,、 浓 度 大 于 
15% 的 THF 溶液 等 。 


表 8 一 6 不 同 材料 的 滤 片 对 蛋白 质 吸 附 的 比较 


k E 平衡 时 间 吸附 量 ， ug 
EAR um/ml h 未 处 理 3169 处 理 3162 s 
核糖 核酸 酶 A 526 15 24 <1. 87 17.2 
o- 麻 蛋白 酶 原 437 12 20 («2.0 11.0 
细胞 色素 C 525 14.5. 15 «0. 44 11.0 
BEN . 570 13.5 24 <0. 65 12. 5 


中 ”表面 未 经 处 理 的 316 TAREA. 
@@ 用 异氰酸酯 的 加 成 反应 处 理 过 表面 的 316 不 锈 钢 滤 片 。 


第 四 节 ” 非 线性 色谱 在 分 离 与 纯化 蛋白 质 中 的 应 用 


蛋白 质 是 一 种 由 氨基 酸 为 基本 单元 组 成 的 生物 大 分 子 , 它 与 肽 的 差别 在 于 氨基 酸 的 数目 ， 
一 般 蛋 白质 的 氨基 酸 有 300— 1000 个 ,有 的 甚至 达 几 千 个 ,而 肽 的 氨基 酸 数 要 少 得 多 。 

氨基 酸 分 为 基本 骨架 与 侧 链 两 部 分 ,在 至 今 所 发 现 的 21 种 氨基 酸 中 基本 骨架 都 是 一 样 
的 , 即 NH,—C—COOH ,差别 就 在 于 C. 原子 两 边 的 侧 链 基 团 ,蛋白 质 大 分 子 的 长 链 就 是 由 氮 
， 基 酸 的 基本 骨架 生成 肽 键 --NH 一 CO 一 构成 的 。 正 是 由 于 和 蛋白质 长 链 两 侧 基 团 的 类 型 与 次 序 
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的 不 同 ,形成 了 具有 不 同 生物 活性 、 干 差 万 别 的 各 种 蛋白 质 。 

蛋白 质 的 生物 活性 与 其 长 链 的 结构 有 很 大 关系 ,外 界 条 件 的 变化 (如 温度 、 溶 液 离子 强度 、 
pH 值 .有 机 溶剂 等 ) 都 会 影响 它 的 三 维 空间 结构 ,严重 时 使 三 维 空间 结构 破坏 而 发 生 “ 变 性 ”， 
有 时 就 复活 不 了 .这 是 分 离 与 纯化 过 程 中 特别 需要 注意 的 问题 ,因为 生物 分 子 的 分 离 与 化 合 物 
分 离 的 基本 差别 就 在 于 不 仅 要 “ 纯 ” 还 要 “ 活 ”。 因 此 分 离 条 件 的 选择 比 化 学 分 离 更 为 严格 ,要 求 
更 高 。 


(a) (b) (c) 
1 (a) (b) Cc) 


J 


0.0 10.0 00 100 o0 16.0 .0 4.0 
I 过 间 ,min Vli] ,min EB] ,in in min ns min in min 0 ahi min 


图 8-9 蛋清 中 分 离 溶菌 酶 最 佳 条 件 的 选择 图 8-10 JH 40um 弱 阳 离子 交换 填料 萃取 绰 清 中 


色谱 柱 :5um 弱 阳 离子 交换 柱 (CBX,4.6X50mm) 溶菌 酶 后 ,蛋清 中 溶菌 酶 残留 量 的 测定 
流量 :1. 0ml/min ;检测 器 :UV280nm ; 进 样 体积 ;100n1 (a) 原始 蛋清 样品 中 溶菌 酶 ( 峰 Dal. 
流动 相 : 缓 冲 液 (E) (b) 加 入 0.5g 填料 后 湾 苗 酶 在 重 清 中 的 含 晨 ; 
(a) lÜmmol/L 2—N - 吗 啉 乙 烷 硫酸 盐 ,pH5. 6; (c) 加 入 2g 填料 后 溶 落 酶 在 蛋清 中 的 含量 ; 
(b) 10mmol/L 磷酸 钾 盐 pH7. 0; (0) 再 加 入 2g 填料 后 溶菌 酶 在 蛋清 中 的 含量 ; 
(c) 25mmol/L 磷酸 钾 盐 pH7.0 Ce) 40um AMATERE I T Y A ME e a 
缓冲 液 ( 1 ) 份 在 图 8 一 9Cc) 色 谱 条 件 下 测 得 的 溶菌 酶 纯度 


(a) 2.0mol/L 醋酸 钠 pH7. 0; 
- (bI (c) 500mmol/L 磷酸 钾 pH7.0; 
线性 梯度 096 10026 缓冲 液 王 (15min) 


大 规模 蛋白 质 的 分 离 在 40 年 代 前 主要 靠 溶 解 度 的 不 同 ,利用 盐 浓 度 、pH 值 . 加 入 有 机 洲 
剂 等 改变 蛋白 质 的 溶解 度 , 使 之 得 到 分 离 。 在 40 年 代 超 离心 分 析 技 术 的 发 展 使 蛋白 质 的 分 离 
得 到 了 改进 ,由 于 和 蛋白质 分 子 量 可 以 用 超 离心 分 析 测定 ,因而 可 以 测定 混合 物 中 的 组 份 及 其 比 
例 ,但 是 由 于 规模 有 限 , 仍 不 能 大 量 制备 .以 后 发 展 的 逆流 蔗 取 技术 虽 可 较 大 规模 分 离 蛋白 质 ， 
但 由 于 重复 萃取 ,很 容易 使 它们 变性 。50 一 60 年 代 电 泳 的 发 展 使 人 们 致力 于 用 它 来 分 离 纯 化 
蛋白 质 , 但 由 于 热效应 无 法 解决 而 使 电泳 仍 停留 在 分 析 规 模 。60 年 代 制 备 规模 液 相 柱 色 谱 技 
术 的 出 现 大 大 改变 了 蛋白 质 分 离 的 面貌 ,但 由 于 当时 限于 凝 胶 过 滤 技 术 , 填 料 颗粒 大 、 强 度 低 ， 
只 能 在 低压 下 使 用 ,所 以 分 离 与 纯化 效率 一 直 不 高 .到 70 年代 中 期 ,HPLC 迅速 发 展 及 一 系列 
不 同 分 离 机 理 方法 的 出 现 ,如 疏水 作用 、 反 相 离 子 对 ,离子 排斥 ,免疫 亲 和 和 等 ,更 进一步 丰富 了 
蛋白 质 的 分 离 与 纯化 手段 ,使 之 适用 于 不 同类 型 的 分 离 。 但 是 大 多 数 制备 分 离 仍 停留 在 线 ij 
谱 范畴 ,只 是 把 分 析 色 谱 的 参数 简单 加 以 放大 作 制 备 分 离 , 所 以 固定 相 利用 率 低 , 产 率 不 高 
ERIR 性 色谱 理论 的 发 展 从 根本 一 改变 了 色谱 技术 在 分 元 与 纯化 生物 大 分 子 中 的 应 用 ， n 
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大 提高 了 国定 相 的 利用 率 , 使 近代 色谱 柱 的 高 效 分 离 能 力 得 到 了 进一步 的 发 挥 。 

非 线 性 色谱 分 离 与 纯化 蛋白 质 有 3 种 展开 方式 。 由 于 前 沿 分 析 与 置换 色谱 要 清洗 再 生 后 
才能 进行 下 一 步 分 离 ,不 如 洗 脱 分 离 那 么 方便 ,不 需 任 何其 它 步 骤 , 在 一 次 分 离 后 可 直接 进行 
下 一 次 分 离 , 所 以 前 沿 分 析 很 少 在 复杂 体系 中 使 用 ,通常 配合 超载 洗 脱 或 性 换 色谱 一 起 进行 。 
下 面 的 应 用 实例 以 这 两 种 展开 方式 为 基础 。 

Berkowitz 等 人 52 提出 了 一 种 用 硅胶 为 基体 的 固定 相 超载 洗 脱 展开 来 分 离 纯化 蛋白 质 的 
三 步 分 离 技 术 。 生 物 大 分 子 特 别 是 蛋白 质 在 硅胶 作 基 体 的 柱 上 进行 分 析 测 定时 很 容易 发 生 不 
可 逆 吸 附 , 甚 至 堵塞 填料 空隙 ,得 不 到 重复 的 分 析 结 果 。 特 别 是 用 原始 粗 产物 进行 分 析 时 更 容 
易 发 生 此 类 现象 。 这 种 情况 在 制备 分 离 纯化 中 , 随 着 进 样 体积 及 浓度 的 增加 更 为 加 剧 。 对 于 目 
前 仍然 十 分 昂贵 的 高 效 色谱 柱 来 说 要 绝对 避免 这 种 现象 ,为 此 第 一 步 采 用 了 细 颗 粒 (3 一 5um ) 
的 短 柱 (5cm) 用 来 摸索 分 离 样 品 的 实验 条 件 。 短 柱 的 优点 是 分 离 速 度 快 ,容易 变换 操作 条 件 ， 
寺 别 适合 于 考察 各 种 操作 因素 (如 pH 值 .离子 强度 .有 机 溶剂 等 ) 对 分 离 的 影响 ,而且 相 对 较 
经 济 。 即 使 色谱 柱 发 生 污染 也 容易 清洗 。 由 于 这 种 短 柱 与 常规 柱 (04.6X250mm ) 性 能 相仿 ,所 
以 能 很 快 提供 是 否 可 能 并 值得 用 较 便 宜 的 粗 颗 粒 作 大 规模 分 离 与 纯化 或 需要 改变 操作 条 件 作 
进一步 探索 的 信息 。 此 外 由 于 操作 压力 低 , 柱 内 固定 相 及 柱 连结 部 件 也 不 容易 损坏 .图 8 一 9 表 
” 示 这 种 Bem 短 柱 快速 选择 蛋清 中 分 离 溶菌 酶 的 最 佳 条 件 ,实验 结果 证 实 色谱 图 (c) 的 条 件 最 
为 理想 。 第 二 步 采用 较 便宜 的 粗 颗粒 (40um ) 填 料 直 接 加 入 样品 溶液 中 进行 分 批 位 取 或 填充 制 
备 柱 来 进行 较 大 规模 的 原始 粗 产 物 的 初步 纯化 .由 于 硅胶 基体 固定 相 的 机 械 强度 高 ,允许 在 高 
压 下 使 用 ,所 以 尽管 柱 尺寸 加 以 放大 , 仍 可 使 用 较 大 的 流速 ,使 粗 产物 得 以 快速 分 离 , 也 很 容易 
使 系统 重新 平衡 。 加 上 这 种 40um 颗粒 的 填料 与 常规 制备 LC 的 填料 相 比 仍 要 细 些 ,而 且 分 布 
很 窄 ,所 以 比 普通 的 LC 制备 柱 要 高 。 图 8 一 10 展示 了 用 40pm 弱 阳 离子 交换 填料 分 批 加 入 蛋 
清 溶 液 芋 取 溶 菌 酶 后 ,溶液 中 残留 的 溶菌 酶 合 量 。 处 理 80m 蛋清 溶液 ,只 需 4. 5g 填料 就 可 基 
本 蔡 取 干净 ,而 且 所 得 的 溶菌 酶 具有 相当 的 纯度 ,如 图 中 8 一 9Ce) 所 示 。 第 三 步 仍 采用 细 上 颗粒 
(3~5nm) 的 均匀 填料 填充 的 色谱 柱 作 最 后 的 精制 。 由 于 填料 细 而 均匀 ,所 以 柱 效 很 高 ,特别 适 
合 于 最 终 的 纯化 ,这 是 由 于 名 经 过 初级 纯化 , 除 掉 了 初级 品 中 杂 蛋 白 等 容易 堵塞 柱子 及 降低 柱 
寿命 的 因素 ,提高 了 精制 柱 的 容量 。@@ 初 级 纯化 后 的 体积 大 大 减少 ,避免 了 精制 柱 在 过 分 超载 
情况 下 使 用 ,缩短 了 进 样 时 间 , 从 而 使 精制 过 程 能 在 高 效 条 件 下 进行 ,保证 了 终 产物 的 纯度 ,@ 
初级 纯化 中 未 除 掉 的 蛋白 质 , 其 物化 性 能 往往 与 目标 产品 极 相似 ,而 且 必 须要 用 高 效 柱 才 能 除 
去 .图 8--11 表示 经 第 二 步 从 原始 蛋清 中 获取 的 溶菌 酶 在 牙 水 作用 柱 上 进一步 纯化 的 结果 , 纯 
度 可 超过 99% 。Berkowitz 等 人 采用 这 种 三 步 技术 ,还 从 牛 脑 蔡 取 物 中 分 离 了 Calmodulin (一 
种 与 钙 结 合 的 蛋白 质 ) 。 超载 洗 脱 分 离 与 纯化 蛋白 质 还 有 一 系列 的 报道 也 是 目前 在 制备 HPLC 
中 用 得 最 多 的 一 种 。 由 于 篇 幅 有 限 ,不 一 一 介绍 。 

置换 展开 技术 在 生物 大 分 子 分 离 与 纯化 中 的 应 用 于 80 年 代 初 由 于 Horvath $AH T 
作 得 到 了 很 大 的 发 展 .与 超载 洗 脱 相 比 , 它 能 在 更 大 程度 上 充分 发 挥 高 效 固定 相 填 料 的 分 离 能 
力 , 所 以 它 能 在 普通 的 分 析 柱 上 一 次 分 离 几 十 至 几 百 毫克 的 样品 而且 只 要 找到 合适 的 分 离 条 
件 , 样 品 在 分 离 过 程 中 不 但 不 会 稀释 ,甚至 可 以 得 到 浓缩 ,从 而 大 大 减少 了 后 处 理 的 过 程 .当然 
也 要 防止 由 于 溶解 度 的 限制 ,使 固体 析出 ,堵塞 填料 颗粒 。 他 们 曾经 在 普通 Ci 的 分 析 柱 上 -- 次 
进 样 30mg , JE SLE Ei f LE (BM DA ) 作 置换 剂 ,成 功 地 从 原始 初 产品 中 提纯 了 促 黑 激素 的 
Pi Mk o 与 B, 如 图 8-12 和 图 8- 13 所 示 59。 由 于 它们 在 国定 相 上 的 吸附 等 温 线 呈 S 形 ， 
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a b) 
(0) f 图 8-11 经 40um 弱 阳 离子 填料 分 离 后 的 溶菌 


酶 溢 液 进一步 用 疏水 作用 柱 纯化 ,收集 图 中 深 色 
部 分 的 馏 份 ,溶菌 酶 纯度 大 于 99% 
色谱 柱 :5pm KIL H1 一 Propyl 柱 ( 内 径 7.75X100mm) 
流动 相 :缓冲 液 A :2. 0mol/L BERE 
+25mmol/ W% RA pH7.0 
. fti B:25mmol/L 磷酸 钊 pH7.0 
线性 梯度 :30min 内 缓冲 液 B 从 259610094 

流量 :1. 0ml/min; 检 测 器 :UV280nm 

进 样 量 12. 5mi 

图 (b) 表 示 图 (a) 样 品 灵敏 度 低 4 倍 的 情况 


9.0 10 20 30 
时 间 , min 


0. 8 16 20 
BT [i] ,min 


表 8-7 置换 展开 分 离 和 织 化 多 肽 的 蛋白 质 


化 合 物 固定 相 流动 相 置换 剂 i 文献 
mm mg 
8—L5RE EI DEAE —5PW 0. 2 mol/L 196 Z, Bk Rl 45X2.1 12.8 18 
Synchropak KH;PO, 聚 糖 (CMD) 
AX —300, (pH6. 0) 


DEAE Spherogel — 


TSK (100m) 
eL ERE EH TSK—DEAE- 0.025 mol/L 10u1/ml 75X7.5 100 17 
5PW (10pm) 硫酸 盐 缓冲 液 。 硫酸 软骨 素 
《pH7. 0) 
卵 清 蛋 白 DEAE 一 5PW 0. 02 mol/L 1% CMD 75X7. 5 25 19 
APRA Tris -磷酸 盐 
大 豆 胰 和 蛋白 酶 
抑制 剂 
Ek Amicon — ODS 0. 2 mol/L 40g/L TA 250x 4.6 1. 2mol/L 20 
硫酸 缓冲 液 ' 乙 氧 基 乙醇 


所 以 置换 剂 的 浓度 的 选择 至 关 重要 ,否则 将 导致 整个 实验 的 失败 93。 他 们 还 在 TSK DEAE -- 
5PW 色谱 柱 (7. 5X75mm) 上 用 硫酸 软骨 素 为 置换 剂 ,一 次 进 样 100mg ,成 功 地 分 离 了 B - 乳 球 
蛋白 的 两 个 异 构 体 A 和 B, 回 收 率 高 达 95%oe ,如 图 8 一 14 所 示 。 他 们 还 利用 置换 色谱 结合 
其 它 展开 方式 ,使 蛋白 质 的 分 离 与 纯化 在 普通 分 析 柱 上 进行 得 更 方便 合理 ,例如 首先 用 前 沿 分 
析 来 输入 样品 ,随后 用 置换 展开 或 分 步 解吸 来 分 离 , 这 样 可 以 使 进 样 量 从 100mg 提高 到 
152mg 。 用 类 似 的 方法 在 C, 反 相 柱 上 (81X200mm) 一 次 进 样 52. 5mg ,成 功 地 分 离 了 人 体 生 


长 激素 的 初 产品 。 由 于 该 产品 十 分 昂贵 ,未 做 更 大 量 试 验 ,如 果 换 算 到 普通 分 析 柱 (864.6x 
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250mm) ,那么 一 次 纯化 量 即 可 高 达 1364mg?^, 除了 Horvath 实验 室外 ,其 它 还 有 一 些 报道 用 
置换 展开 技术 分 离 多 肽 和 蛋白 质 , 表 8 — 7 概括 了 近年 来 文献 上 报道 的 结果 。 


浓度 ,mg / ml 


0 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 
1843 (0. 1mD 
R 8-12 a-MSH 的 置换 展开 色谱 图 
色谱 柱 : 5pm KV ODS (内 径 4.6X250mmy) 
流动 相 : 甲酸 (0. 25%) ZZERO. 5%) LEAI RIKARE 
置换 剂 50mmol/L BMDA 
流量 0. 1ml/min; 温 度 :22C ; 馏 份 收集 体积 ;0. Iml 
HER: 35mg 粗 vc-MSH 混合 物 


0. 12 (a) 
f 一 
E 0. 08 N 
x tà 
Ni E 
i 
z 0. 04 * 
M: 4 8 12 6 
时 间 ,min 18 (59 (0. 1ml) 
图 8-13 8-MSH 在 同一 ODS 分 析 柱 上 置换 展开 纯化 与 分 析 测 定 的 比较 
GO 纯化 前 RMSH 原料 的 分 析 结 果 () B-MSH 原料 的 置换 色谱 图 
色谱 柱 : 同 图 8 一 12; 流 速 :lml/min ;温度 :22C 流动 相 ;0. 1% 三 氟 醋 酸 水 溶液 
流动 相 : 溶 剂 A:0. 25% 甲 酸 与 0.5%% 三 乙 胺 的 水 溶液 、 
各 进 样 量 :30mg 
溶剂 B. 其 余 条 件 同 图 8 一 12 
线性 梯度 :2. 5min 内 B 从 25% 增 加 到 43% 
进 样 量 :20u8g 


非 线性 色谱 在 生物 大 分 子 分 离 与 纯化 中 的 应 用 近年 来 得 到 了 迅速 的 发 展 , 它 不 但 效率 高 、 
速度 快 ,而 且 比 传统 线性 色谱 技术 能 更 大 限度 地 利用 固定 相 的 潜在 分 离 能 力 , 从 而 使 生物 产品 
的 分 离 与 纯化 能 在 低 耗 高 产 的 优化 条 件 下 进行 .根据 分 离 对 象 的 不 同 ,可 以 使 用 3 种 不 同 的 展 

” 开 方式 或 它们 的 有 机 组 合 。 如 果 体 系 不 复杂 、 目 标 产物 的 保留 值 在 样品 各 组 份 中 最 小 ,那么 前 
沿 分 析 通 常 是 最 佳 的 选择 ,此 时 可 以 大 量 进 样 ,杂质 保留 在 柱 内 ,流出 的 即 是 纯 的 目标 产物 ,如 


果 分 离 指 数 很 小 ,那么 一 般 要 用 置换 展开 技术 ,因为 它 特别 适合 于 多 组 份 , 性 质 相近 物质 的 分 
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离 。 若 分 离 指数 很 大 , 则 梯度 洗 脱 或 分 步 脱 附 往往 更 有 效 。 从 工业 规模 考虑 ,也 许 分 步 脱 附 比 
梯度 洗 脱 更 为 方便 可 行 。 由 于 生物 大 分 子 在 液 固 界面 上 的 吸附 行为 随 浓度 变化 很 大 ,因而 通常 
在 分 析 色 谱 中 浓度 较 低 情况 下 测 得 的 数据 不 能 简单 地 应 用 到 非 线性 色谱 中 ,与 线性 色谱 相 比 ， 
无 论 在 理论 上 还 是 实践 方面 非 线 性 色谱 还 处 在 幼年 时 期 ,很 多 方面 还 有 待 我 们 进一步 去 研究 
与 开发 。 


蛋 和 白质 浓 上 度 ,mg / ml 


O ©% - Cc DO a CQ N — 


=-= 一 
—- c 


13 


图 8-14 8- 乳 清 蛋 白 异 构 体 A 和 B 
的 置换 色谱 分 离 
色谱 柱 : TSK DEAE 5—PW (内 径 7.5X75mm) 
流动 相 ; 25mmol/L 磷酸 盐 pH7.0 
置换 剂 :  1001/ml 硫酸 软骨 素 
流量 : 0. lml/min; 温度 :22C; 
IER: 200u1; 样品 管 容积 4. 0ml 
MRE: (a)l00mg ;Cb)78mg 
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第 九 章 ” 凝 胶 过 滤 及 离子 交换 层 析 介 质 
fex 
(化 学 工业 部 晨光 化 工 研究 院 成 都 分 院 ,成 都 ,610041) 
第 一 节 A x 


液 相 色 谱 法 是 生物 技术 中 分 离 纯化 的 一 种 重要 方法 ,在 多 肽 .蛋白 质 的 分 离 纯化 工艺 中 早 
已 获得 应 用 。 近 年 来 它 又 在 分 子 生物 学 中 显示 出 优异 的 性 能 ,在 生物 工程 下 游 技 术 中 发 挥 越 来 
越 重要 的 作用 , 它 已 走出 实验 室 投 入 到 大 规模 的 工业 化 生产 中 ,目前 液 相 色 谱 法 在 生物 技术 工 
业 的 广阔 范围 内 已 成 为 一 有 力 且 高 效 的 分 离 纯化 工具 。 

随 着 生物 技术 的 发 展 出 现 了 许多 以 柱 雇 析 为 基础 的 系统 装置 1982 年 出 现 了 快速 蛋白 液 
相 色 谱系 统 FPLC(Fast Protein Liquid Chromatography)"”。 这 是 为 纯化 各 种 生物 分 子 而 设 
计 的 专用 系统 ,用 该 系统 纯化 的 生物 物质 已 超过 400 种 。 FPLC 采用 凝 胶 过 滤 .离子 交换 、 等 电 
聚焦 、 亲 和 层 析 、 玖 水 色谱 等 多 种 色谱 技术 对 种 类 繁多 的 生物 大 分 子 进行 分 离 纯化 3~”。 

随 着 应 用 规模 的 不 断 扩 大 ,瑞典 Pharmacia 公司 在 FPLC 基础 上 又 推出 了 中 试 层 析 系统 
BioPiLot。 这 是 一 个 完备 的 自动 化 先进 系统 ,将 实验 室 的 纯化 方法 有 效 地 发 展 至 大 规模 生产 
上 . 它 能 在 数 小 时 内 生产 克 级 的 高 纯 物 质 , 进 样 量 可 达 20L ,适用 于 生产 小 量 或 用 于 临床 试验 
的 产品 。BiopiLot 是 一 高 自动 化 系统 %。 

为 使 生物 产品 生产 过 程 处 于 最 佳 管理 状态 ,达到 世界 卫生 组 织 (WHO) 的 标准 ,又 出 现 了 
全 自动 生产 规模 层 析 BioProcess 标准 系统 ” .该 系统 的 最 大 特点 是 其 核心 部 分 ( 即 层 析 分 离 单 
元 ) 能 “就 地 清洗 ”, 保 证 了 系统 能 在 无 菌 条 件 下 工作 , 且 清 洗 方 便 。 此 系统 可 进行 公斤 级 生产 。 
为 满足 中 试 及 大 规模 生产 的 不 同 要 求 , 它 有 BioProcess I 及 BioProcess I 两 种 型 号 ,其 流速 分 
别 为 4—20L/h 及 40—400L /h, 

. 除 上 述 新 系统 外 ,由 于 加 强 了 基础 研究 ,还 出 现 了 “超级 吸附 分 离 ”新 工艺 及 径 向 色谱 柱 等 
新 设备 ,大 大 提高 了 装置 的 生产 能 力 及 分 离 介 质 的 利用 率 ,因此 年 处 理 量 为 几 万 吨 乃 至 十 几 万 

吨 的 层 析 分 离 装置 已 被 采用 。 根 据 基本 原理 区 分 的 各 层 析 法 各 具 特 色 ( 见 表 9-0 ,往往 几 种 方 

法 配合 使 用 能 得 到 最 佳 效果 。 

在 液 相 色谱 中 ,无 论 是 哪 一 种 层 析 方法 ,分 离 介 质 的 性 能 都 是 分 离 效果 的 首要 决定 因素 。 
经 典 的 凝 胶 层 析 介 质 性 能 不 断 改 进 , 已 成 为 具有 高 通 透 性 .高 分 辩 率 、 高 机 械 强度 的 新 型 凝 胶 
过 滤 介 质 。 具 有 新 型 功能 基 的 离子 交换 剂 . 鳌 合 介质 已 用 于 生化 领域 ,特种 离子 交换 剂 组 
冲 离子 交换 剂 用 于 聚焦 色谱 , 亲 和 层 析 的 基体 种 类 日 益 增 多 .国际 上 ,瑞典 的 介质 更 新 换代 , 推 
出 一 代 新 的 BioProcess 凝 胶 ;美国 .日 本 、 德 国 等 设计 研制 的 各 具 特 色 的 新 型 介质 不 断 涌现 。 
层 析 介 质 的 发 展 趋 势 可 以 认为 是 对 以 天 然 大 分 子 为 母体 的 层 析 介 质 不 断 地 进行 合成 工艺 改 
进 , 提 高 性 能 ,使 老 产品 更 新 换代 ;同时 大 力 开 发 以 合成 高 聚 物 为 骨架 的 具有 优异 性 能 的 新 一 
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代 产 品 , 层 析 介 质 在 80 年 代 出 现 了 一 个 新 的 飞 牙 。 目 前 用 于 生化 分 离 的 层 析 介 质 品种 型 号 已 
达 一 百 多 种 ,本 文 仅 简介 其 中 凝 胶 过 滤 介 质 及 离子 交换 介质 两 大 类 。 


表 9-1 适用 于 大 规模 生物 分 子 纯化 的 色谱 方法 


特 点 分 离 方法 特 点 应 用 
根据 分 子 大 小 BUR iE (1) 在 分 级 方法 中 分 辨 率 为 中 等 ,但 对 适用 于 大 规模 纯化 的 最 后 步骤 ,在 纯 
赔 盐 效果 优良 化 过 程 的 任何 阶段 均 可 进行 脱盐 处 理 ， 
(2) 流 速 较 低 ,对 分 级 每 周期 约 守 8h, 对 ”尤其 适用 于 两 种 缓冲 液 交替 时 
脱盐 仅 30min 
(3) 容 量 受 样品 体积 局 限 
电 far 离子 交换 (1) 通 常 分 辨 率 高 (usually high) 最 适用 于 大 量 样品 需 处 理 、 分 离 的 前 
(2) 选用 介质 得 当时 流速 快 .容量 很 高 ， 期 阶段 
样品 体积 不 受 限制 
等 电 点 聚焦 色谱 (1 分辨 率 很 高 (Very high) 适用 于 纯化 的 后 阶段 
(2) 速 度 快 
(3) 容 量 很 高 ,但 柱 的 大 小 限制 样品 体 
积 
KE UK EH (1) 分 辨 好 (good) 适用 于 分 离 的 任何 阶 跋 ,尤其 是 样品 
(2) 流 速 很 快 离子 强度 高 时 , 即 在 盐 析 、 离 子 交换 或 
(3) 容 量 高 ,样品 体积 不 受 限制 亲 和 层 析 之 后 用 
亲 和 人 性 亲 和 色 谱 1) 分辩 率 非常 好 (excellent) 适用 于 任何 阶段 尤其 是 样品 体积 大 、 
(2) 流 速 很 高 ,样品 体积 不 受 限制 浓度 很 低 而 杂质 含量 很 高 时 


第 二 节 ” 凝 胶 过 滤 介 质 


一 、 凝 胶 过 滤 

E Bet UE (Gel filtration) 是 利用 凝 胶 的 网 状 结构 根据 分 子 大 小 进行 分 离 的 一 种 方法 。 其 
基本 原理 是 含有 尺寸 大 小 不 同 分 子 的 样品 进入 层 析 柱 后 , 较 大 的 分 子 不 能 通过 孔道 扩散 进入 
凝 胶 珠 体内 部 ,而 与 流动 相 一 起 先 流出 层 析 柱 。 较 小 的 分 子 可 通过 部 分 孔道 .更 小 的 分 子 可 通 
过 任意 孔道 扩散 进入 珠 体 内 部 。 这 种 颗粒 内 部 扩散 的 结果 ,使 小 分 子 向 柱 下 的 移动 减 慢 ,从 而 
样品 根据 分 子 大 小 的 不 同 依次 顺序 从 柱 内 流出 达到 分 离 的 目的 . 凝 胶 象 分 子 第 一 样 ,将 大 小 不 
同 的 分 子 进 行 分 离 , 因 此 凝 胶 过 滤 又 叫 分 子 筛 层 析 或 称 尺 寸 排 阻 色 谱 99 CSize-exclusion 
Chromatography) 。 

凝 胶 过 涯 具有 许多 优点 :介质 为 不 带电 荷 的 情 性 物质 ,不 与 溶质 分 子 作 用 ,因此 分 离 条 件 
温和 ,和 蛋白质 收 率 高 , 重 现 性 好 ;工作 范围 广 ,分 离 分 子 量 的 覆盖 面 大 ,可 分 离 从 几 百 到 数 百 万 
分 子 量 的 分 子 ; 设 备 简 单 、 易 于 操作 ,周期 短 ,每 次 分 离 之 后 不 需 再 生 故 而 可 连续 使 用 ,有 的 已 
连续 应 用 几 百 次 甚至 达 干 次 ,这些 优点 使 凝 胖 过 滤 已 成 为 一 种 通用 的 分 离 方 法 ,在 生化 产品 的 
制备 技术 中 已 获 广 泛 应 用 。 

凝 胶 过 滤 主 要 有 脱盐 与 分 级 分 离 两 大 用 途 。 脱 盐 是 分 离 大 小 两 类 不 同 的 分 子 即 无 机 盐 与 
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生物 大 分 子 的 ;分 级 是 将 分 子 大 小 相近 的 物质 分 开 ,通常 为 大 分 子 间 的 分 离 。 目 前 凝 胶 过 滤 不 
但 用 于 实验 室 ,在 大 规模 生产 中 也 能 承担 重任 ,30min 内 可 处 理 500L 样品 ,脱盐 工艺 中 凝 胶 介 
质 体积 通常 为 样品 体积 的 4 一 5 倍 , 流 速 可 达 200cm/h 左右 。 用 于 分 级 分 离 时 必须 选用 孔径 适 
当 .分离 范围 与 样品 分 子 大 小 相 适 应 的 凝 胶 , 上 样 量 少 , 仅 为 床 体积 的 5%~10% ,因此 这 种 分 
离 常 用 于 经 过 浓缩 后 的 样品 。 柱 的 加 长 可 提高 分 离 效果 ,但 对 操作 不 利 。 在 大 规模 分 离 中 采用 
"FE" (Stack system) ,将 几 个 不 高 的 柱 释 加 起 来 ,其 易于 操作 ,流速 为 同样 体积 常规 柱 的 4 
一 5 倍 , 且 不 影响 分 离 效果 。 

二 、 凝 胶 介 质 应 具备 的 条 件 

凝 胶 过 滤 是 生物 化 学 中 应 用 最 广泛 的 分 离 纯化 技术 之 一 , 它 具 有 设备 简单 .易于 操作 、 活 
性 物质 回收 率 高 . 重 现 性 好 等 优点 。 凝 胶 过 滤 介质 的 性 能 是 获取 上 述 优点 的 基本 保证 , 凝 胶 介 
质 应 具备 以 下 条 件 。 

第 一 ,介质 本 身 为 惰性 物质 ,在 应 用 过 程 中 它 不 与 溶质 溶剂 发 生 任 何 作用 。 

第 二 ,应 尽量 减少 介质 内 含 的 带电 离子 基 团 ,以 减少 非特 异 吸附 性 ,提高 蛋白 质 的 收 率 .但 
由 于 绝 大 部 分 的 多 糖 类 骨架 中 都 或 多 或 少 地 含有 一 些 带 电 末 团 (如 羧基 ) 等 ,这 些 基 团 在 低 离 
子 强度 时 对 带电 荷 的 溶质 发 生 作 用 ,将 带 正 电 的 物质 滞留 产生 非特 异 吸 附 ， 对 大 多 数 分 子 而 
言 ,采用 离子 强度 大 于 0. 02mol/L 的 缓冲 液 即 可 消除 这 种 效应 。 

第 三 ,介质 内 孔径 大 小 要 分 布 均匀 ，, 即 孔径 分 布 较 窑 ,在 分 级 分 离 中 这 点 尤为 重要 。 

第 四 , 凝 胶 珠 粒 大 小 均匀 , 即 粒 径 分 布 窗 。 为 提高 柱 效 ,根据 实验 目的 及 条 件 选 用 适合 的 粒 
径 。 细 粒 径 分 辩 率 高 但 流速 慢 , 粗 粒 径 适 用 于 高 流速 .低压 色谱 及 间歇 操作 ， 

第 五 ,介质 要 具有 优良 的 物理 化 学 稳定 性 及 较 高 的 机 械 强 度 以 增加 使 用 寿命 。 

凝 胶 过 滤 介 质 在 各 种 分 离 介 质 中 占有 特殊 的 地 位 .由 于 它 有 上 述 优点 、 能 满足 生化 分 离 的 
基本 要 求 , 将 其 经 化 学 改 性 可 衍生 出 种 类 繁多 的 层 析 介 质 ,可 以 制备 各 种 离子 交换 剂 及 缓冲 离 
子 交 换 剂 ,可 以 制备 疏水 色谱 介质 及 鳌 合 介质 ,可 以 作为 亲 和 层 析 吸 附 剂 的 载体 。 因 此 可 认为 
凝 胶 过 让 介质 是 各 种 层 析 介 质 的 母体 ,所 以 研制 新 的 凝 胶 过 滤 介质 、 提 高 改进 这 类 介质 的 性 能 
有 广泛 的 意义 。 

三 、 凝 胶 过 滤 介质 的 种 类 

凝 胶 过 滤 介 质 的 骨架 主要 分 为 天 然 多 糖 类 及 合成 大 分 子 两 大 类 。 

1. 多 糖 类 骨架 的 介质 

多 糖 类 主要 为 纤维 素 、. 葡 聚 糖 及 琼脂 糖 等 .以 天 然 多 糖 为 母体 的 凝 胶 过 滤 介 质 是 经典" 的 
分 离 生物 大 分 子 的 材料 .这 类 介质 具有 亲 水 性 及 与 生物 大 分 子 的 相 容 性 ,可 允许 生物 大 分 子 透 
过 而 不 发 生变 性 。 这 类 介质 原 多 为 软 基质 ,压力 降 大 ,不 易 操 作 。 近年 来 合成 工艺 不 断 改进 , 生 
产 出 刚性 、 半 刚性 的 骨架 ,出现 了 适用 于 高 流速 且 具 有 高 分 辩 率 的 新 产品 以 满足 生产 规模 的 需 
求 . 除 单一 的 多 糖 骨 架 外 还 出 现 了 琼脂 糖 与 葡 聚 糖 接 枝 而 成 的 复合 凝 胶 Superdex 高 效 过 滤 介 
质 %…'%。 新 一 代 介质 的 出 现 , 提 高 了 生产 效率 ,从 小 规模 过 滤 发 展 成 为 工业 生产 应 用 。 这 类 以 
多 糖 为 骨架 的 介质 虽然 “古老 ”, 但 由 于 性 能 不 断 改 进 , 老 产 品 更 新 换代 ,进一步 发 挥 了 其 “ 活 
力 ”, 故 仍 是 目前 生化 分 离 中 应 用 最 广 . 数 量 最 多 的 凝 胶 过 滤 介 质 。 

2. 合成 大 分 子 骨 架 的 介质 

吸取 多 糖 类 骨架 亲 水 性 优点 ,克服 其 易 受 微生物 侵蚀 的 缺点 ,开展 了 合成 有 机 大 分 子 骨 架 
的 研究 ,选用 高 亲 水 性 单 体 经 共聚 反应 并 控制 孔 结 构 出 现 了 一 些 合成 骨架 的 介质 。 除 应 用 多 年 
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的 聚 再 烯 酰胺 类 之 外 ,80 年 代 还 出 现 了 聚 乙烯 醇 系 及 含 羟 甲 基 栈 胺 类 的 新 型 介质 , 且 已 商品 
化 。9415 。 
3. 由 天 然 大 分 子 与 合成 高 聚 物 构成 混合 骨架 的 介质 
这 种 骨架 既 可 增加 介质 的 刚性 ,又 使 介质 具有 与 生物 大 分 子 的 相 容 性 ,这 是 第 三 类 骨架 。 
表 9-2 列 出 主要 凝 胶 过 滤 介 质 的 牌号 及 骨 洪 结构 。 


02 ” 凝 胶 过 滤 介质 主要 产品 牌号 及 骨架 结构 


牌 ty 骨架 类 型 生产 单位 备 注 
Sephadex LET Pharmacia Gi Ji.) 衔 生物 :Sephadex LH 系 
Sephasorb HP 系 

Sepharose DEREN Pharmacia 主要 系列 Sepharose 
Sepharose CL 
Sepharose High performance 
Sepharose FF〈 离 子 交 换 剂 系 ) 
Superose 

Bio-Gel A BUE WE Bio Rad(35). ` 

Superdex 3k BECBI - fiti R E Pharmacia 

Bio-Gel. P 聚 丙烯 酰胺 Bio Rad 

Sephacryl LE 1 m 352 1 3:3 Pharmacia 改进 产品 :Sephacryl HR 系 

Ultrogel Ji HER - 9 RT HC Pharmacia 

Trisacryl X ES FH ERE COS Pharmacia 

Fupergit C R A ke ERE 德 国 上 骨架 内 还 有 环 氧 基 

Toyopearl XA HS NEA Toso Hass 

〈 美 日 联合 企业 ) 
Bio-Beads S-X RELH R Bio Rad 
一 二 y XE Y 过 
二 节 ” 凝 胶 过 滤 介 质 的 主要 品种 
一 、 葡 聚 糖 系 
RE Sephadex^5^'^, 
1. 结构 


Sephadex 是 以 毛 代 环 氧 丙 烧 进 行 交 联 的 葡 聚 糖 珠 状 凝 胶 , 结 构 如 图 9-1 所 示 。 交 联 程度 
影响 凝 胶 的 孔 结 构 ,依据 孔径 不 同形 成 G 型 凝 胶 的 系列 产品 , 表 4-3 列 出 癣 聚 糖 凝 胶 的 型 号 及 
基本 性 能 ,G 后 数字 越 大 表示 孔径 越 大 ; 排 阻 极限 亦 越 大 。 

2. 性 能 

(OD WIETE Sephadex 系 均 以 干 态 供 应 ,使 用 前 必须 在 过 基 的 溶剂 中 充分 溶 胀 ,沸水 浴 
可 加 速溶 胀 ,但 要 避免 剧烈 搅拌 以 防 破 碎 。 

该 系 在 有 机 溶剂 中 及 在 水 中 的 溶 胀 程度 不 同 。 
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(2) 化 学 稳定 性 Sephadex 不 溶 于 一 切 溶剂 ,在 水 、 盐 溶液 有 机 溶剂 、 碱 和 弱酸 溶液 中 
均 较 稳定 。 因 糖 蔡 键 在 强酸 中 可 发 生 降解 作用 ,所 以 只 能 接触 强酸 的 稀 溶 液 ,在 0. 1mol/L 盐 
酸 中 1 一 2h .在 0.02mol/L 盐酸 中 经 6 个 月 均 无 明显 变化 。 要 避免 使 用 氧化 剂 。 


CH 
i 
HEE 
^H Á 
Cou HC-O-CH 
NV at. 
BOY í C HO . 
COH ur -TO-UH: 
noys Wero, A 
H O COH H-O— 
i INE 
CHzHOT i 
HC-OH H OH 
qne 图 9-1 Sephadex 结构 图 
- 
OC-—C H 
r] ^^ 
-9 和 {yo pŽo-cn 
H C—O HC 
M AB, VE Oy 
NOB HC~O-CH: COH HY~O— 
人 一 5 一 
j i 1 HOT í 
eu, OH H OH 
4 
HC-OH 
CH; 
1 
OH 


(3) 物理 稳定 性 ”pH 中 性 湿 态 珠 体 可 经 受 120 C , 30min 高 压 灭 菌 而 不 影响 色谱 性 能 。 

(4) 机 械 强 度 ”Sephadex 凝 胶 的 机 械 强 度 取决 于 交 联 度 .。 高 交 联 度 的 凝 胶 ( 如 G10.G15) . 
为 刚性 的 ,G25 及 G50 亦 能 承受 一 定 压 力 , 这 几 种 型 号 凝 胶 的 流速 均 与 压力 降 成 正比 ,服从 
Darcy 定律 。 

K-AP 
L 
式 中 OV-—-—8DEH cm/h; 

AP 一 一 压力 降 ,cm KIEO; 

了 一 -一 床 高 ; 

天 一 一 比 渗透 率 , 受 粒 径 影响 较 大 。 
根据 实验 条 件 及 表 4-3 中 列 出 的 玉 值 .可 计算 出 流速 。 

”3. 主要 用 途 

孔径 较 小 的 凝 胶 ( 如 G10、.G15、.G25、G50) 主 要 用 于 脱盐 、 肽 与 其 它 小 分 子 的 分 离 ;孔径 较 
大 的 凝 胶 用 于 蛋白 质 与 其 它 大 分 子 的 分 离 。 

DNA 级 的 Sephadex 适用 十 DNA 或 低 聚 核 苷 酸 分 离 。 

4. 衍生 系 

Sephadex LH X: 

TERR MEE PI ARREA A LH 系列 产品 。 以 G25 为 母体 的 衍生 物 为 LH20, 以 
G50 为 母体 则 为 LH60, 经 改 性 后 LH 系 介质 具有 更 广泛 的 用 途 , 适 用 于 脂 类 、 省 类 ,脂肪酸 、 激 
素 、 维 生 素 及 其 它 小 分 子 的 分 级 分 离 。 这 类 介质 除 水 溶液 外 ,还 适用 于 极 性 有 机 溶剂 及 水 -有 机 
溶剂 的 混合 液 中 。 


© lem7KEEH 728 98. 1Pa。 
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LH 系列 主要 用 途 :(1) 用 于 有 机 溶剂 中 的 凝 胶 过 滤 ; (2) 广 泛 用 于 吸附 色谱 及 分 配色 谱 ， 
适用 于 其 它 凝 胶 难以 处 理 的 样品 ; (3) 排 阻 极限 与 原 母 体 凝 胶 相 同 。LHH20. 对 芳香 多 环 化 合 物 
的 吸附 能 力 大 于 LH60, 而 LH60 因为 有 较 大 的 固定 相 体 积 而 更 适用 于 分 配色 谱 。 

Sephasorb HP Uitrafine 

该 产品 也 是 羟 丙 基 化 衡 生 物 , 交 联 度 高 , 粒 径 分 布 窗 (10 一 23km) . 由 于 它 的 刚性 及 狭窄 的 
粒 径 范围 ,使 其 既 可 用 于 中 低压 液 相 色谱 ,也 可 用 于 HPLC:; 由 于 它 的 选择 性 及 惰性 ,使 其 可 广 
泛 用 于 有 机 小 分 子 ( 如 醛 、. 酮 . 酚 、 核 苷 酸 等 ) 的 分 离 ; 又 因 其 为 中 等 极 性 ,所 以 既 可 用 于 正 相 色 
谱 , 也 可 用 于 反 相 色谱 。 

该 系 性 能 参见 表 9-3。 

二 :琼脂 糖 系 | 

琼脂 糖 系 凝 胶 痢 是 由 经 过 纯化 的 琼脂 糖 制备 的 ,其 中 仅 含 有 极 少 的 带电 其 团 .利用 琼脂 糖 
热 溶液 冷却 时 可 凝 胶 化 的 特点 ,可 较 方便 地 制 成 珠 状 物 。 在 凝 胶 过 程 中 由 单独 的 多 糖 链 先 形成 
双 螺 旋 ,然后 聚集 成 胶东 (如 图 9-2 所 示 ) 。 胶东 之 间 产 生 了 孔 , 孔 的 大 小 取决 于 胶 束 的 多 少 , 即 
琼脂 糖 的 浓度 .采用 不 同 浓度 的 琼脂 糖 溶液 ,成 球 后 可 得 到 不 同 孔 径 的 珠 状 凝 胶 。 琼脂 糖 系 凝 
了 胶 有 两 种 牌号 ,分 述 如 下 。 


图 9-2 ”琼脂 糖 凝 胶结 构 


溶胶 状态 初始 凝 胶 ARAM S 


1. Bio-Gel A A^" 

Bio - Gel A 系 是 美国 Bio-Rad 公司 的 产品 ,为 非 交 联 琼脂 糖 凝 胶 , 受 热 时 凝 胶 解 体 , 使 用 
温度 范围 2 一 30C ,适用 pH 范围 4 一 13, 其 主要 性 能 见 表 9-4。 

2. Sepharose 22/0779 

Sepharose 系 是 目前 生化 分 离 专用 介质 中 型 号 最 多 、 应 用 最 广 的 最 大 家 族 。 其 合成 工艺 不 
断 改 进 ,换代 产品 不 断 出 现 ,性 能 日 益 完 善 。 表 9-5 列 出 Sepharose 系 品 种 及 性 能 。 

(1) Sepharose Sepharose 是 该 系 中 最 早 的 产品 ,为 非 交 联结 构 , 因 此 不 能 高 压 灭 菌 , 仅 
用 于 2 一 40C 。 根据 琼脂 糖 含量 不 同 有 3 种 型 号 ,含量 为 2%、4% .6% 的 分 别 命名 为 2B、4B 及 
6B, ` 

(2) Sepharose CL superose CL 是 琼脂 糖 珠 体 与 2,3 -二 省 丙 醇 反应 后 具有 共 价 交 联 键 
的 产物 。 交 联结 构 大 大 提高 了 珠 体 的 热 稳 定性 及 物理 化 学 稳定 性 ,对 孔 结构 无 明显 影响 。 交 联 
后 凝 胶 在 还 原 条 件 下 经 碱 水 解 以 去 除 硫 酸根 ,减少 带电 基 团 ,因此 这 类 介质 的 非特 异 吸附 性 比 
其 母体 更 小 。 这 种 凝 胶 在 中 性 条 件 下 可 经 120C 消 毒 ,其 色谱 性 能 不 变 。 其 对 应 于 原 母 体 的 命 
名 为 CL - 2B,CL - 4B E CL - 6B, Sepharose CL 除 用 于 凝 胶 过 滤 外 ,还 广泛 用 作 离 子 交 换 剂 
及 亲 和 吸 附 剂 的 母体 。 
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35 9-4 Bio-Gel A 系 型 号 及 性 能 


o9 Nx 琼脂 糖 含量 分 级 范围 核酸 排险 极限 线 速度 
Ea a 
(Hoe pm % Daltons ( 碱 基 对 ) cm/h 
T Em 
Hi — 50—100 — 150—300 <10 000 二 20 一 25 
0. 5m®. dif 100-- 200 807-150 10 —500 000 200 15-20 
a 200—400 10-80 - 7 一 13 
粗 50-100 150— 300 M T <10 000 | 20 一 25 
细 — 200—400 40~80 7 一 13 
fü 50-100 150—300 10 000 20—25 
5m 中 粗 100—200 — 80—150 6 — 5 000 000 2 000 15-20 
4 200—400 40-80 | 7 一 13 
T T ——— d 一 一 个 
XH 50~100 . 150—300 40 000 20— 25 
15m 中 粗 100—200 80~150 4 ~1 500 000 7 000 15~20 
4lü 200—400 40-80 | L 7~13 
| fü 50— 100 150—300 100 000 20~25 
50 0 000 
m 细 — 100—200 80-150 ? —80 000 006 20 00 5—15 
粗 50— 100 150—300 | 1 000 000 57-10 
150m 1 70 000 

细 100—200 80~150 ~150 000 000 2 一 5 


(D m million 词 头 。 © 美国 标准 得。 


(3) Superose 由 珠 状 琼脂 糖 经 两 次 交 联 而 制备 的 新 型 凝 胶 为 Superose。 琼 脂 糖 先 与 含 
双环 氧 基 及 多 环 氧 基 的 混合 长 链 交 联 剂 进行 第 一 阶段 交 联 ,然后 再 与 含 双 功 能 基 的 短 链 交 联 
剂 进行 第 二 次 交 联 得 到 产品 ,经 两 次 交 联 后 大 大 提高 了 介质 的 刚性 ,并 进一步 增强 了 其 物理 化 
学 稳定 性 。 用 0. 1mol/L HC! X 0. 1mol/L NaOH 在 40C 处 理 两 周 , 色 谱 性 能 无 明显 变化 ,还 
可 经 受 709658 BR c 3096 C, BR RETE S 

Superose 是 适用 于 高 流速 的 高 效 凝 胶 过 滤 介 质 , 有 Superose 6 及 Superosel2 两 种 型 号 ， 
其 中 含 琼 脂 糖分 别 为 6% 及 12% 。 10um 的 细 颗 粒 以 预 装 柱 出 售 , 可 用 于 HPLC ,其 制备 级 可 用 
于 快速 分 离 。 该 产品 还 入 生出 Protein A Superose .Protein G Superese KESTA. 

三 、 聚 丙烯 酰 胺 系 cm | 

Bio-Gel P ÆW ARIS N ,N' -F FB ER AS BUE ED TRK S ZK HE DEBE R HEAR 
少 的 游离 电荷 34r ib «3. 0 pmol/g 干 腔 , 因 此 非特 异 吸附 性 很 小 。 ARER E R Pg fs 
5E AS PIU YI SEDE L120 C TEE 30min. 性 能 不 变 。 改 变 交 联 剂 用 量 可 控制 不 同 孔 径 得 到 不 同 
排 阻 极限 的 系列 产品 ( 见 表 9-6) 。 

„Sephacryl 2& 7572€ 

Sephacryl 凝 胶 是 由 烯 丙 基 葡 聚 糖 与 N、N'- 亚 甲 基 双 丙烯 酰胺 经 共聚 而 制备 的 一 种 共 价 
交 联 的 刚性 珠 体 , 其 结构 如 图 9-3 所 示 。 | 
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图 9-3 Sephacryl 结构 


在 Sephacryl Superfine 的 基础 上 推出 粒 径 分 布 窄 的 具有 高 分 辨 率 的 凝 胶 过 滤 介 质 
Sephacryl High Resolution HR) 。 这 种 亲 水 骨架 具有 最 小 的 非特 异 吸附 及 最 大 的 蛋白 回收 率 ， 
对 分 子 量 从 500 至 300—400nm 的 大 分 子 均 可 进行 快速 及 高 效 凝 胶 过 滤 。 这 些 优点 使 其 具有 
应 用 的 广泛 性 ,不 但 用 于 研究 还 可 用 下 工业 生产 ;不 但 用 于 水 溶液 中 ,还 可 用 于 多 种 有 机 溶剂 
体系 ;不 但 可 用 于 几 微 升 样品 的 分 离 , 还 可 处 理 几 和 干 升 样品 , 且 效 果 良 好 .这 种 高 效 分 离 介 质 每 
米 床 高 可 达 90000 理论 塔 板 。Sephacryl 凝 胶 性 能 见 表 9-7。 


3€ 9-7 Sephacryl EE E TEEBE 


分 级 范围 | DNA 粒 径 | 3x 用 
型 号 排 阻 极限 GE pH 物理 化 学 稳定 性 
REH LEX WEN um m 
S-100 HR 1 000~ " 3 (D pH 及 离子 强度 改变 时 , 床 体 
100 000 积 变 化 极 微 
S-200 HR 5 000~ 1 000~ 
118 l i (2) pH7, 在 121C 可 消毒 30min 
250 000 80 000 
S-300 HR 10 000— 2 000— 118 75 11 (33. Æ 0. 2mol/LNaOH,O. 1 
1. 5x 105 100 000 mol/LHCI, imol/LHAc, 6mol/I. 
S-400 HR 20 000— 10 000— 271 ib e HK. Smol/L J& Xt, 14SDS, 
8X108 2X106 2mol/LNaCl, 2496 7, Bi. 30% 
S-500 HR — 40 000— 1078 86.3096 Z AEE fo FE E E CC 
2x10! 于 40C 保 存 7 天 ,介质 性 能 不 变 
S-1000 SF 一 5x105— 20 000 (4) EFT 20% 乙 醇 中 ,防止 微 
105 生物 侵蚀 


五 .Superdex ROP 
Superdex 是 最 新 的 凝 胶 过 滤 介 质 , 是 将 葡 聚 糖 以 共 价 结合 到 高 交 联 的 多 孔 琼 脂 糖 珠 体 上 
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形成 的 复合 凝 胶 。 琼 脂 糖 的 高 交 联 骨架 为 珠 体 提供 了 较 高 的 物理 化 学 稳定 性 , 葡 聚 糖 为 介质 提 
供 了 优良 的 选择 性 。 图 9-4 为 Superdex 结构 示意 图 。 


图 9-4 Superdex 结构 


EN 


这 类 凝 胶 为 刚性 珠 体 ,适用 于 高 流速 , 昌 分 辩 率 较 高 ,制备 级 分 离 效率 可 达 15000 一 30000 
” 塔 板 /m。 粒 径 24—44pm 的 为 制备 级 (Superdex prep grade) ;其 预 装 柱 为 Hiload( 高 负荷 ) 柱 。 
Superdex HR 柱 是 粒 径 13pm 细 珠 体 的 预 装 柱 ,这 两 种 柱 均 用 于 FPLC 系统 中 。 

K 9-8 Fij Superdex 系列 主要 性 能 。 

六 、. 桶 乙烯 醇 系 

聚 乙烯 醇 系 Toyopearl (下 子 公 一 几 )0425 是 以 交 联 聚 乙烯 醇 为 骨架 的 凝 胶 过 滤 介 质 ,80 
年 代 初 问世 ,是 由 美国 Rohm & Hass 公司 与 日 本 Soda 公司 的 联合 企业 TosoHass 开发 研制 
的 ,近年 来 已 流通 于 国际 市 场 , 我 国 一 些 单位 也 得 到 该 系列 样品 。 适 用 于 HPLC 的 介质 
Fractogel TSK 是 该 系列 的 类 似 产品 。 


家 9-8 Superdex 系 性 能 


分 级 范围 


型 号 应 用 物理 化 学 性 能 
xaxa | wx | 
预 装 柱 Superdex 75HR | (DPH 适用 范围 3 一 12 
75 13 10/30, 适用 于 FPLC 系 | (2)pH7 时 可 经 120C 消 毒 处 
统 理 
3000— 500— 
一 一 一 一 一 ~100 000 C3) 在 清洗 中 可 用 lmol/L 
70 000 3000 i 
75 . 预 装 柱 Hiload 及 大 的 NaOH 及 0. 1mol/L HCl 
Cg | 4 Biopilot 柱 短 时 处 理 
| | (4) 196SDS, 8mol/L HK, 
| | 6mol/L 盐酸 县 等 处 理 
| 后 ,色谱 性 能 不 变 
200 1X104~ | 1X103~ RHTHASTEREH (5) 在 极 低 离子 强度 下 才 显 示 
(p. g.) Am . B 6X105 1X105 质 分 离 , 尤 其 适用 于 单 克 出 微弱 的 非特 异 吸 附 性 ， 
ETUR A S 通常 应 用 条 件 下 可 忽略 不 
I LLL LLL 


Toyopearl 为 多 孔 的 三 向 网 状 结构 ,大 分 子 链 上 含有 丰富 的 羟基 ,骨架 为 高 亲 水 性 ,还 可 
进行 化 学 改 性 而 得 到 含有 多 种 功能 基 的 离子 交换 剂 及 亲 和 吸 附 剂 的 载体 。 该 系 凝 胶 与 生物 大 
分 子 有 相 容 性 ,作为 固定 化 生物 催化 剂 载体 已 获 广泛 应 用 ,有 关 该 系列 凝 胶 及 离子 交换 剂 的 研 “ 
究 论 文 已 近 百 篇 。Toyopearl 系 主 要 型 号 列 入 表 9-9。 
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Toyopearl 系 主要 性 能 : . 

CO) 具有 优良 的 物理 化 学 稳定 性 ,不 溶 于 水 及 有 机 溶剂 ,不 受 微生物 侵蚀 ; 

D ”由 于 该 系列 为 合成 高 聚 物 ,纯度 较 高 ,大 分 子 链 中 几乎 无 带电 基 团 ,其 非特 异 吸附 可 
忽略 不 计 ,蛋白 回收 率 高 ; 

D ”该 系 为 半 刚 性 凝 胶 ,适用 于 高 流速 .高 生产 效率 的 工业 规模 应 用 ,有 和 较 长 的 使 用 寿 
命 ,120C 反 复 消毒 ,色谱 性 能 不 受 影响 。 


3$ 9-9 Toyopearl 系 主要 型 号 


排 阻 极限 | 
型 号 备 È 
REH LE E 
a» 型 不 同 , 常 注 在 型 号 后 

HW40 1X104 7x10? 各 型 号 有 的 粒 径 分 布 , 常 注 在 型 号 

S. Superfine 20— 40um 
HW50 8X104 2x10‘ 

F. Fine 30— 60pm 
HW55 7X105 2x105 

C. Coase 50~ 100pm 
HW60 1X10$ 3x105 . 

M. Medium 40~80pm 
HW65 5X 10$ 1x105 

E. Extracoase 100~300pm 
HW?75 5X107 1x10? 


(2) HW 的 孔径 为 几 百 纳米 ,对 PEG 的 排 阻 极限 为 1 x 10 


-E.Ultrogel 系 及 Trisacryl 3&9 

Ultrogel 系 有 Ultrogel A J£ Ultrogel AcA 两 种 结构 不 同 的 型 号 。 

Ultrogel A 是 琼脂 糖 凝 胶 ,琼脂 糖 含量 为 2% .4% .6% 的 分 别 命名 为 A2、A4、A6。 

Ultrogel AcA 是 聚 丙 烯 酰胺 与 琼脂 糖 混 合 骨架 的 凝 胶 , 它 具有 较 罕 的 粒 径 分 布 及 孔径 分 
布 ,为 刚性 珠 状 凝 胶 , 具 有 优良 的 化 学 物理 稳定 性 。 

Trisacryl 是 一 类 含 羟 甲 基 栈 膀 系 聚合 物 ,为 一 种 全 合成 的 新 型 凝 胶 。 该 介质 可 看 成 是 一 
个 与 生化 试剂 Tris 结构 相似 的 大 分 子 链 , 也 可 看 成 是 Tris 的 聚合 体 , 具 有 较 高 的 机 械 强度 ， 
适用 于 高 流速 。 , 

Ultrogel 系 及 Trisacryl 系 主要 产品 型 号 列 于 表 9 - 10。 

Ultrogel 与 Trisacryl 两 系 均 为 瑞典 LKB 公司 的 产品 , 自 LKB 并 入 Pharmacia 公司 之 后 
已 停产 。 


CH2OH CH;OH 
NH—C-—CH;0H NH—C—CH;OH 
CO CHOW CO CHOH 


—CH-—CH;—CH—CH;—CH-CH;—CH-—CH;— 图 9-5 Trisacryl 结构 


| | 
CO CHzOH CO CH;O0H 


MEN 
NH—C—CH;0H NH—C—CH;0H 


| 
CH;OH CH2OH 
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表 9-10 Ultrogel RA Trisacryl 系 主要 型 号 


牌号 型 号 粒 径 ,um 排 阻 极限 线 型 分 子 分 级 范围 效率 , 塔 板 /m 
Ultrogel AcA 202 60 一 140 22 000 1 000 一 15 000 5 000 
AcA 54 60—140 90 000 5 000— 70 000 2 000 
© AcA 44 60—140 200 000 10 000—130 000 2 000 
AcA 34 60—140 750 000 20 000—350 000 2 000 
AcA 22 60 一 140 3 000 000 . 100 000—1 200 000 2 000 
Trisacryl GF 05 40-80 3 000 200--2 500 2 500 
GF 2000 40--80 20 000 000 10 000—15 000 000 2 500 


34€ 9-11 Bio- Beads S- X 系 性 能 


E 号 LAERE, A bite. H 分 子 分 级 范围 .在 基 中 体积 ,mi/g( 干 ) 
S- X1 1 200 一 400 600—14 000 9.8 
S -X2 2 200—400 100~2 700 5.2 
S--X3 3 200—400 一 2 000 5.0 
S. X4 4 200—400 7-1 400 4.0 
S- X8 8 200—400 ~1 000 3.0 
S-—X12 12 200—400 7-400 2.5 


J\ „Bio - Beads S- X 3&9 

Bio - Beads S - X 系列 是 美国 Bio Rad 公司 的 产品 HEILER- RER a8 
HI -FBUKTETIR RAEZKTARHE. ULL HORE Po LS s E EA ES RA 
中 其 溶 胀 度 大 ; 排 阻 极限 也 增 大 ,在 醇 类 中 ,骨架 不 溶 胀 ,孔径 小 , 排 阻 极限 也 小 。Bio - Beads S 
-X 系 性 能 列 于 表 9 - 11。 : 


第 四 节 ”离子 交换 法 与 离子 交换 剂 的 选择 


一 \ 离 子 交 换 法 

离子 交换 法 是 通过 带电 的 溶质 分 子 与 离子 交换 剂 中 可 交换 的 离子 进行 交换 而 达到 分 离 目 
的 的 方法 ， 该 法 主要 依赖 电荷 间 的 相互 作用 ,利用 带电 分 子 中 电荷 的 微小 差异 而 进行 分 离 , 具 
有 较 高 的 分 离 容量 。 几 乎 所 有 的 生物 大 分 子 都 是 极 性 的 ,都 可 使 其 带电 ,所 以 离子 交换 法 已 广 
泛 用 于 生物 大 分 子 的 分 离 纯化 。 由 于 离子 交换 法 分 辩 率 高 .工作 容量 大 且 易 于 操作 , 它 已 成 为 
蛋白 质 . 多 肽 .核酸 及 大 部 分 发 酵 产 物 分 离 纯化 的 一 种 重要 方法 ,在 生化 分 离 中 约 有 75%% 的 工 
艺 采用 离子 交换 法 。 

离子 交换 剂 是 一 类 能 显示 离子 交换 的 功能 高 分 子 材料 。 功 能 基 由 固定 在 骨架 上 的 带电 基 
团 与 可 进行 交换 的 能 移动 离子 两 部 分 组 成 ,二 者 所 带电 荷 相 反 , 以 静电 力 结合 。 可 进行 交换 的 
离子 称 为 反 离子 或 抗衡 离子 ,这 种 反 离 子 可 与 溶液 中 带 同 种 电荷 的 离子 进行 交换 反应 。 因 离子 
交换 反应 是 可 道 的 ,在 一 定 条 件 下 被 交换 的 离子 可 以 “解吸 ”使 离子 交换 剂 又 恢复 到 原来 的 离 
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子 形式 ,所 以 离子 交换 剂 通过 交换 和 再 生 可 以 反复 使 用 。 

选择 适当 条 件 使 一 些 溶质 分 子 变 成 离子 态 ,通过 静电 作用 结合 到 离子 交换 剂 上 ,而 另 一 些 
物质 不 能 被 交换 , 则 这 两 类 物质 即 可 被 分 离 . 带 同 种 电荷 的 不 同 离子 虽 都 可 以 结合 到 同一 介质 
上 ,但 由 于 各 带电 量 不 同 ,与 介质 的 结合 牢 度 不 同 ,改变 洗 脱 条 件 可 依次 被 洗 脱 而 达到 分 离 的 
目的 。 

对 生物 大 分 子 进行 分 离 纯 化 可 采用 两 种 方式 ,一 是 将 目的 产物 离子 化 ,被 交换 到 介质 上 ， 
杂质 不 被 吸附 ,从 柱 流出 , 称 为 “ 正 吸附 ”。 此 法 优点 是 目的 产物 纯度 高 , 且 可 达到 浓缩 目的 , 宜 
处 理 目的 产物 浓度 低 且 工作 液 量 大 的 溶液 . 另 一 方式 是 将 杂质 离子 化 后 被 交换 ,而 目的 产物 不 
被 交换 直接 流出 ,这 种 方式 称 为 “ 负 吸 附 ”。 采用 此 法 通常 可 除去 50% 一 70%% 的 杂质 ,适用 于 目 
的 产物 浓度 高 的 工作 液 ,但 此 方式 的 产物 纯度 不 高 。 以 上 两 种 方式 的 选择 要 依据 样品 及 具体 要 
求 而 定 。 

离子 交换 法 按 操作 方式 可 分 为 间歇 式 分 批 操作 及 柱 式 操作 两 种 .间歇 操作 又 叫 静态 处 理 ， 
将 离子 交换 剂 浸泡 于 工作 液 中 ,达到 平衡 后 , 滤 出 介质 进行 洗 脱 。 柱 式 操 作 又 称 动 态 法 ,交换 、 
洗 脱 、 再 生 等 步骤 均 在 柱 内 进行 , 亦 称 为 离子 交换 色谱 法 (Ion Exchange Chromatography), H 
前 无 论 间歇 操作 还 是 色谱 分 离 ,离子 交换 法 均 已 成 为 生物 化 学 中 一 重要 的 分 离 方法 ,而 且 它 还 
涉及 到 生物 反应 器 及 酶 反应 机 理 的 研究 。 

二 、 离 子 交换 剂 的 选择 

离子 交换 色谱 (IEC) 已 走 进 工业 规模 生产 中 ,但 是 蛋白 质 的 IEC 分 离 机 理 相当 复杂 。 为 了 
提高 生产 能 力 ,许多 学 者 对 蛋白 质 IEC 进行 了 大 量 研究 。1988 年 出 版 的 “蛋白 质 离子 交换 色 
谱 ”5 对 和 蛋白质 大 分 子 的 离子 交换 理论 及 应 用 实践 作 了 详细 论述 ,在 复杂 苛刻 条 件 下 要 获 优 
良 分 离 效果 ,必须 选用 适合 的 离子 交换 剂 。 

1. 离子 交换 剂 种 类 的 选择 

能 与 阳离子 进行 交换 反应 的 称 为 阳离子 交换 剂 ,能 与 阴离子 进行 交换 的 为 阴离子 交换 剂 。 
蛋白 质 处 于 等 电 点 时 ,其 宏观 上 不 带电 ,不 能 进行 离子 交换 ; 当 工 作 液 的 pH 改变 时 ,蛋白 可 以 
离子 形态 存在 : 


+ HY l OH- i E 
H; N—R—COOH € * H;N—R—COOH - a H;N—R—COO- -H;O 
阳离子 形态 等 电 点 (R 大 分 子 链 ) 阴离子 形态 
PH < pI < pH' 


如 蛋白 质 在 低 于 等 电 点 的 pH 范围 内 稳定 , 带 正 电 荷 , 则 与 阳离子 交换 剂 进行 交换 反应 ; 
如 蛋白 质 在 高 于 等 电 点 的 pH 范围 内 稳定 , 带 负 电荷 , 则 可 与 阴离子 交换 剂 反应 :车 蛋白 质 在 
高 于 或 低 于 等 电 点 的 pH 范围 内 都 稳定 , 则 既 可 用 阳离子 交换 剂 也 可 用 阴离子 交换 剂 ,此 时 取 
决 于 工作 液 的 pH 值 及 杂质 的 带电 情况 。 

2. 离子 交换 剂 的 强 弱 性 

离子 交换 剂 功能 基 性 能 可 以 用 滴定 曲线 测定 ,这 种 曲线 与 无 机 酸 碱 的 滴定 曲线 十 分 相似 ， 
从 曲线 形状 可 判断 出 功能 基 酸 碱 性 的 强 弱 , 计 算出 其 表 观 电离 常数 pK i. 对 酸性 ( 阳 ) 离 子 交 
换 剂 而 言 ,pK 值 越 小 ,酸性 越 强 ; 碱 性 介质 pK 值 越 大 碱 性 越 强 。 从 pK 值 还 可 判断 出 离子 交 
换 剂 适用 的 pH 值 范 围 及 洗 脱 剂 的 选择 。 如 在 低 pH 值 时 CpH<3. 0) 宜 选用 强酸 性 介质 而 不 宜 
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用 弱酸 性 介质 ;pH 之 10 宜 用 强 碱 性 介质 而 不 宜 用 弱 碱 性 介质 。 | 

X] T EG h gp 35 BE BEES B^) 2] IR D REACH POST ER 8 AAKT ERA RT GER B ,以 选 
用 弱 型 离子 交换 剂 为 好 。 

3. 选择 适宜 工作 条 件 ,提高 工作 容量 

离子 交换 剂 是 一 种 聚 电 解 质 , 功 能 基 的 种 类 决定 其 电 性 能 ,功能 基 的 多 少 决 定 其 交换 能 力 
(以 全 交换 容量 及 工作 交换 容量 两 个 参数 表示 )。 

全 交换 容量 (total capacity ) 指 每 克 干 介质 或 每 毫升 湿 介 质 具 有 的 功能 基 的 多 少 。 该 值 可 
用 酸 碱 滴定 曲线 测定 ,也 可 通过 对 小 分 子 的 “全 交换 ”测定 ,每 一 种 离子 交换 剂 的 全 交换 容量 值 
为 一 定 值 , 每 次 测定 的 数据 相同 ,这 是 离子 交换 荆 的 基础 参数 。 通 用 型 离子 交换 剂 的 全 交换 容 
量 较 高 ,生化 专用 介质 的 全 交换 容量 较 低 ( 葡 聚 糖 系 除 外 ) ,这 是 由 骨架 决定 的 。 

工作 容量 (working capacity) 或 称 有 效 容 量 (available capacity) 是 指 每 克 干 介质 或 每 毫升 
湿 介 质 在 一 定 操作 条 件 下 交换 吸附 蛋白 质 的 实际 容量 。 一 定 的 操作 条 件 是 指 所 用 的 缓冲 液 的 
种 类 ,工作 液 的 pH 值 . 杂 质 存 在 情况 及 流速 等 。 因此 有 效 容量 是 一 个 变 值 , 凡 标 明 有 效 容量 时 
应 附 有 实验 条 件 。 在 柱 中 操作 时 它 又 与 流速 有 关 , 所 以 又 称 为 动力 学 容量 (dynamic capacity). 

离子 交换 剂 对 各 种 分 子 的 选择 性 不 同 , 在 初步 选择 介质 之 后 ,还 应 进一步 确定 适合 的 分 离 
ARTI ,才能 充分 发 挥 出 离子 交换 剂 的 作用 ,才能 获得 较 高 的 工作 容量 。 总 之 离子 交换 剂 的 有 效 
容量 具有 实际 应 用 意义 , 它 取决 于 和 蛋 白质 的 性 质 、 离 子 交换 剂 性 质 及 所 选择 的 实验 条 件 。 


第 五 节 ”生化 用 离子 交换 剂 的 特点 及 种 类 


一 、 生 化 用 离子 交换 剂 的 特点 

生化 分 离 体 系 复杂 ,大 分 子 受 微 环境 影响 较 大 ,构象 易 变 ,因此 分 离 活性 大 分 子 的 生化 专 
用 介质 还 应 具有 特殊 的 性 能 。 

1l. 亲 水 性 及 生物 相 容 性 

亲 水 性 介质 在 水 中 充分 溶 胀 后 成 为 “水 溶胶 ”类 物质 ,为 活性 大 分 子 提供 适宜 的 微 环境 ,这 
类 骨架 衍生 的 离子 交换 剂 与 生物 大 分 子 有 很 好 的 生物 相 容 性 , 常 为 生化 专用 介质 ,以 天 然 大 分 
子 为 主 . 依 此 特性 选用 含 亲 水 基 团 的 单 体 开发 全 合成 的 刚性 、 半 刚性 骨架 的 离子 交换 剂 在 生化 
领域 中 也 获 广 泛 用 途 , 这 是 生化 专用 离子 交换 剂 的 新 的 发 展 趋势 。 

2. 孔 结构 

分 离 介质 的 孔 有 3 种 结构 。 第 一 种 ,通过 交 联 使 大 分 子 链 间 形 成 孔 ,这 叫 凝 胶 孔 。 在 洲 胀 
时 由 于 分 子 链 的 伸张 孔 变 大 ,许多 交 联 高 聚 物 、 葡 聚 糖 等 介质 都 具有 这 类 孔 , 交 联 程度 增加 , 孔 
径 变 小 ;第 二 种 ,在 有 溶剂 存在 条 件 下 进行 聚合 ,可 制备 象 活性 类、 泡 沸 石 一 样 具 有 毛细 孔 结构 
的 骨架 , 称 为 大 孔 树 脂 。 这 类 和 孔 在 干 态 . 湿 态 都 存在 ,孔径 最 大 可 达 2.5 万 一 5 万 nm; 第 三 种 为 
琼脂 糖 介质 的 孔 , 由 琼脂 糖 的 胶 束 构成 , 仅 与 琼脂 糖 浓度 有 关 , 交 联 对 孔 结构 影响 不 大 。 

生化 用 离子 交换 剂 在 分 离 中 兼 有 分 子 筛 与 离子 交换 的 双重 作用 , 比 通用 的 介质 要 求 更 高 ， 
要 求 孔 径 分 布 更 加 均匀 。 若 生物 大 分 子 大 于 排 阻 极 限 , 虽 不 能 进入 珠 体内 部 但 也 可 与 珠 体 表 面 
功能 基 进 行 反 应 ,也 可 以 有 一 些 分 离 能 力 , 只 是 工作 容量 低 些 。 表 9 - 12 为 苯 乙 烯 树脂 交 联 度 
与 排 阻 极限 的 关系 。 
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表 9-12 莱 乙 烯 系 树脂 交 联 度 与 排 阻 极限 的 关系 


ZREO, % 水 份 含量 ，% 排 阻 极限 树 脂 类 型 
2 80 2700— 3000 
4 70 1400— 1500 
8 55 1000 凝 胶 型 
12 45 700 
16 40 600 
20 50— 60 12000 ZAN 


70~80 75000 


QW 交 联 度 指 单 体 中 含 交 联 剂 的 量 。 


3. 电荷 密度 

在 无 机 小 分 子 的 交换 过 程 中 ,交换 剂 的 功能 基 密 度 越 大 ,工作 能 力 越 强 ,因为 被 交换 离子 
与 交换 基 团 之 间 按 1 : 1 的 摩尔 比 进行 交换 反应 。 但 对 大 分 子 而 言 ,一 个 大 分 子 往 往 可 以 同时 
有 几 个 带电 点 与 多 个 功能 基 结 合 , 并 非 是 1 :1 的 比例 ,由 于 大 分 子 的 多 点 结合 ,可 能 使 其 发 生 
构象 变化 ,导致 失 活 ,这 种 多 点 结合 也 可 使 大 分 子 与 介质 之 间 结 合 较 牢 ,难以 洗 脱 ,造成 不 可 逆 
吸附 。 为 此 ,生化 用 离子 交换 剂 的 电荷 密度 适当 才 有 利于 对 生物 大 分 子 的 分 离 纯 化 ,电荷 密度 
过 大 反而 不 能 获得 满意 效果 。 

4. 粒度 

介质 粒 径 越 小 分布 越 均匀 ,理论 塔 板 值 越 高 ,分离 效 果 越 好 。 粒 径 均 一 的 Monosphere 树 
脂 不 但 在 水 处 理 中 效果 好 ,也 被 生物 界 采用 ,其 粒 径 分 布 在 650 士 50km 内 的 高 达 99957", 
B] Bio Rex 的 MSZ 50 即 为 这 种 阳离子 交换 剂 。MSZ1 强 碱 性 阴 树 脂 粒 径 在 550 士 50pm 范围 
内 的 亦 占 99% 。 生 化 专用 介质 粒 径 分 布 更 罕 , 先 进 的 Mono 系 平均 粒 径 为 10 士 0. 5m?" 。 

生化 专用 离子 交换 剂 的 一 大 特点 是 粒 径 小 ,一 般 在 20 一 300pm 范围 内 ,大 于 150pm 者 认 
为 是 * 粗 粒 ”, 而 通用 型 树脂 粒 径 在 0. 32 一 1. 2mm 范围。 生物 大 分 子 扩散 速率 小 ,运动 阻力 大 ， 
要 提高 交换 速度 只 能 减 小 粒 径 , 因 交换 速度 随 粒 径 减 小 而 增 大 ,这 是 因为 被 交换 的 溶质 在 珠 体 
内 扩散 路 途 变 短 的 缘故 .生化 专用 离子 交换 剂 与 常规 树脂 有 相同 的 水 力学 性 能 ,服从 交换 动力 
学 基本 规律 。 

5. 纯度 

生化 用 介质 可 分 以 下 几 个 等 级 。 . 

(1) 工业 级 (Technical Grade) 适用 于 要 求 纯度 不 高 的 工艺 过 程 或 用 量 很 大 .用 户 用 酸 
碱 等 处 理 纯化 后 使 用 。 抗 生 素 .细胞 色素 C .肝素 钠 等 生化 药物 大 规模 分 离 制备 均 采 用 这 种 价 
格 低 且 易 得 的 通用 型 介质 。 

(2) 分 析 级 (Analytical Grade) ”经 过 有 机 溶剂 、 络 合剂 及 高 纯 酸 碱 处 理 后 的 产品 ,适用 
于 分 析 试 验 . 这 类 产品 中 有 机 杂质 含量 通常 仅 为 百 万 分 之 几 , 重 金属 含量 为 0. 0005mg/kg . H. 
粒 径 分 布 很 罕 。 

G) 生物 技术 级 (Biotechnology Grade) 这 类 介质 的 物化 性 能 与 一 般 介质 相同 ,但 经 过 
特殊 纯化 处 理 及 灭 菌 ,每 克 介质 中 存在 的 微生物 小 于 100 个 且 粒 径 小 .分 布 均匀 ,适用 于 一 般 
生化 过 程 及 从 非 离子 生化 产物 中 去 离子 。 
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(4) 分 子 生物 级 (Molecular Biology Grade) 这 类 介质 的 物化 性 能 与 一 般 离子 交换 剂 
无 明显 差异 .为 避免 在 分 子 生 物 学 应 用 过 程 中 对 分 离 产物 产生 降解 及 干扰 ,要 求 介质 中 既 无 核 
酸 内 切 酶 .外 切 酶 也 无 连接 酶 抑制 剂 , 也 叫 DNA 级 。 

为 便于 应 用 还 出 现 了 离子 交换 工具 箱 (Ion Exchange Resin Kits), 箱 中 备 有 分 析 级 交换 
剂 、 柱 、 某 些 实验 专用 材料 及 应 用 指南 等 ,使 用 简便 。 

二 ,生化 用 离子 交换 剂 的 种 类 

目前 国内 外 商品 化 的 离子 交换 剂 已 有 一 百 多 个 品种 及 牌号 ,80% 以 上 用 于 水 处 理 , 年 总 产 
量 近 20 H 77, BI 329 3% 左 右 用 于 生物 技术 ,大 部 分 用 于 抗生素 提取 分 离 , 生 化 专用 介质 还 
未 工业 化 。 以 天 然 多 糖 为 骨架 的 离子 交换 剂 仅 用 于 生化 分 离 。 还 有 一 些 全 合成 或 半 合 成 的 介 
质 也 是 为 生化 分 离 而 研制 的 ,这 两 类 介质 均 称 为 生化 专用 离子 交换 剂 ,以 示 与 用 途 广泛 的 通用 
型 树脂 相 区 别 。 

1. 通用 型 离子 交换 树脂 

强酸 , 强 碱 .弱酸 、 弱 碱 及 歼 合 型 等 通用 型 树脂 在 生化 中 主要 用 于 从 发 醇 液 中 提取 分 离 抗 
生 素 .有 机 酸 、 氨 基 酸 及 天 然 资 源 中 有 效 成 份 的 提取 分 离 。 有 的 介质 仍 采用 原 牌 号 如 
Amberlite, Dowex 等 ,也 有 的 树脂 经 分 利 .纯化 后 为 某 些 仪器 配套 用 而 采用 新 牌号 。 以 上 两 类 
牌号 列 入 表 9- 13 及 表 9-14 中 。 


表 9-13 通用 型 离子 交换 树脂 牌号 


牌 号 E >T 备 注 
Amberlite Rohm & Hass (35) 各 类 树脂 品种 齐全 
Duolite R&H ( 美 ) 以 酚醛 系 为 主 , 有 的 用 做 固定 化 载体 . 
Dowex Dow 化 学 公司 ( 美 ) 类 型 品种 齐全 
Zerolit Zerolit 公司 ( 英 ) 弱酸 树脂 生化 应 用 较 多 
Lewatit Bayer 公司 〈 德 ) 各 类 齐备 
Amberlite 有 机 化 学 株式 会 社 ( 日 本 》 只 有 强酸 、 强 碱 
Dowex Dow 日 本 株式 会 社 ( 日 本 ) 
Diaion 三 萎 化 成 (日 本 ) 品种 齐全 
KY,KB,AB.AH 前 苏联 
Wofatit Bitterfeld〈 德 ) 
Ostion 捷克 
Varion LEE 、 


Vionit 罗马 尼 亚 


183 


表 9-14 某 些 通用 型 离子 交换 剂 在 生化 领域 中 的 牌号 


牌 号 类 型 特 点 
SERDOLIT 一 CS 强酸 性 
-—CW 弱酸 性 (1) 高 纯度 ,重金 属 含量 0. 0005mg/kg 
一 AS 强 碱 性 (2) 粒度 均匀 , 粒 径 在 0.04— 1. 2mm 内 分 多 种 级 分 
—AW 弱 碱 性 B) 以 CI- .Na* .H+ .Ca?+ 不 同 离子 型 出 售 
一 MB 混杂 用 
CH;COOH 
Chelite C TNU » 
N cH,coou |? NATUR 
s Non (2) ”为 分 析 级 纯度 
NH 
: ) AG ,还 有 HPLC 用 、 生物 级 .生物 纪 
Bio - Rex 五 大 类 均 有 ü 为 分 析 级 ,还 有 用 ,分子 生 物 级 .生物 级 等 


(2) 各 种 类 型 均 证 明 交 联 度 


G) 前 苏联 生化 专用 树脂 
Biocarb 弱酸 性 (2) MERAMA 
G) ”大 和 孔 结构 ,分 为 TK、L.、S 不 同型 号 


Benson BC—X 强酸 性 


BCOOH 弱酸 性 
BA 一 X 强 碱 性 OD) 粒 径 分 布 窄 ,分 为 多 种 级 分 
BWA 弱 碱 性 (2) 多 为 分 析 级 及 色谱 级 
Hitachi (3) 有 的 树脂 为 仪器 中 配套 装置 的 填料 
Gel 3011 一 S 强酸 性 (4) ”有 的 树脂 上 带 有 “指示 剂 ”, 当 变色 时 标志 已 失效 
Gel 3011—C 弱酸 性 
Gel 3011 一 N 强 碱 性 
Bio Beads 吸附 树脂 G) 粒 径 在 200~400 目 及 20~50 目 范围 内 又 分 不 同 级 分 


(2) Bio -Beads S 为 茶 乙 烯 系 ,Bio - Beado SM X dEAE 7,8 R 


2. 功能 基 种 类 
表 9- 15 中 列 入 各 功能 基 种 类 。 


表 9-15 离子 交换 介质 功能 基 种 类 
序 号 符 号 功 能 基 分 类 


S -,SM -;SE -;SP -; —SOs ;一 CH2SO5 :-C CH;»5;SO; ;-CCH2);S0$ ; 强酸 性 
长 CHz)4SOi 
PO% 中 等 酸性 
—COO- ; —CH;COO- 弱酸 性 
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CE) 


Jg 号 符 号 功 能 基 分 类 
十 
4 TMAM -,TEAE- —CH3N* (CH325; €CH;);N* (C2H5)3; 强 碱 性 
5 HEDMAM - —CH;N* (CH3);C;H,OH 
6 QAE - —CH;N* (C;H32;—CH;CH COH)CHs 
7 n GE- —C;H4C(NH;) =N+H; 
8 E | MP- — C;H;NCH; 
9 t DEAE- X CHO;NT HCEH; 
10 n DEAHP - -—CH:CH(OH)CH:NH(C2H5)2 中 等 碱 性 
11 | AE- C CHON*Hs 
12 PEI - -CC;H4NH;),C;H4N* Hs 
13 BD- — EEE DEAE 基 共 存 中 等 碱 且 硫 水 
M PAB- | ct, — 6 HN*H, 弱 碱 性 
—]l 
pj | BA =N+H(CH2):C007 两 性 
性 | CAI- —N*H;GH,COO- 
AA —NCH;C00- 两 性 (偏向 中 等 碱 
剂 | SAHP —OCH;CH(OFDCH;N * H;C:H,S0 5 两 性 (偏向 在 等 酸性 ) 


3. 生化 专用 离子 交换 剂 
生化 专用 离子 交换 剂 是 凝 胶 过 滤 介 质 的 衍生 物 ,其 骨架 结构 、 粒 径 , 排 阻 极限 等 与 母体 完 
全 相同 , 凡 前 边 已 介绍 过 的 在 下 节 不 再 多 述 , 仅 从 离子 交换 剂 性 能 方面 论述 。 


第 六 节 生化 专用 离子 交换 剂 品种 


一 、 纤 维 素 类 

离子 交换 纤维 是 最 早 用 于 生物 大 分 子 分 离 的 介质 , 它 具 有 松散 的 亲 水 网 络 、 大 和 孔 、 大 的 表 
面积 等 优点 。 纤维 状 物质 不 利于 柱 式 操 作 , 故 而 改进 合成 方法 出 现 了 珠 状 纤维 。 天 然 纤 维 素 是 ~* 
由 相 邻 的 大 分 子 链 间 氧 键 构成 的 微 晶 区 与 氢 键 较 少 的 无 定型 区 互相 交错 而 组 成 。 将 无 定型 部 C 
分 水 解 得 到 微 晶 纤维 素 。 珠 状 离子 交换 纤维 就 是 由 高 纯 微 蝇 纤 维 素 经 交 联 .功能 基 化 而 制备 

DEAE - Sephacel 是 在 合成 过 程 中 破坏 微 晶 结构 经 重新 组 合 而 得 到 珠 状 物 ,再 用 氯 代 环 
氧 丙 烷 进 行 交 联 形成 大 孔 结 构 , 粒 径 为 40 一 160km( 湿 态 ) , 排 阻 极限 1X10, 适 用 于 PH2 一 
12。 在 pH7 时 ,120C 可 消毒 30min 。 分 离 蛋白 质 时 流速 可 达 10cm/h。 

表 9-16 列 出 离子 交换 纤维 素 的 主要 商品 牌号 及 性 能 。 

Z ARER Sephadex 离子 交换 剂 “*” 

Sephadex G25 及 G50 两 种 凝 胶 过 滤 介质 为 母体 引入 4 种 功能 基 ,产生 8 种 离子 交换 剂 ， 
具有 较 高 的 容量 。 牌 号 后 字母 A 表示 为 阴离子 交换 剂 ,C 为 阳离子 交换 剂 。 

Sephadex 离子 交换 剂 的 通 性 如 下 。 

(1) Sephadex 离子 交换 剂 的 溶 胀 度 与 所 用 缓冲 液 的 pH 值 、 离 子 强度 及 抗衡 离子 种 类 有 
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关 , 该 性 能 与 其 母体 相同 。 

(2) 由 于 凝 胶 母 体 G25 与 G50 孔 度 不 同 ,所 以 相应 的 离子 交换 剂 的 应 用 范围 也 不 同 ,分 
子 量 大 于 3x10 者 宜 采 用 A50 及 C50 以 获 较 高 的 工作 容量 。 

(3) ”化 学 稳定 性 ”Sephadex 离子 交换 剂 不 溶 于 水 及 各 种 溶剂 。 因 糖苷 键 在 强酸 中 可 水 
解 ,因此 应 避免 用 pH —2 的 溶液 ;由 于 DEAE. 基 团 在 强 碱 溶液 中 不 稳定 ,所 以 应 避免 用 高 pH 
值 的 溶液 。 再 生 时 短 时 间 使 用 O.01mol/L NaOH X 9. 2mol/L HCl 对 性 能 无 影响 。 

(D 物理 稳定 性 ”中 性 pH 值 时 可 于 120C 消 毒 30min 。 消毒 时 放出 微量 糖 , 用 无 菌 缓冲 
液 洗 即 可 去 除 。 | 

表 9-17 为 Sephadex 离子 交换 剂 性 能 。 


表 9-17 Sephadex 离子 交换 剂 性 能 


全 交换 容量 ARAFE, mg/ml 
功能 基 
"os i 甲状 腺 球 蛋 白 | FMEA 
性 能 mmol/g (二) pmol/ml 
(Mw669000) (Mw 69000) 
DEAE - Sephadex A -25 WB 3.50.5 500 1.0 / 
A-50 WB 3.50.5 175 2.0 / 
QAE - Sephadex A -25 SB 3.00.4 500 1.5 / 
A - 50 SB 3.0 士 0.4 100 1.2 / 
CM - Sephadex C - 25 WA 4. 5-0. 5 550 70.0 
C-506 WA 4. 5 士 0.5 170 140. 0 
SP - Sephadex C - 25 SA 2. 3 士 0.3 300 70.0 
C€-50 SA 2. 340.3 90 


QC WB 为 弱 碱 人 性; WA WST; SB 为 强 碱 性 ; SA 为 强酸 性 。 
名 ”流速 75cm/h。 阴 离子 交换 齐 ,0.05 mol/L Tris, pH 8. 3; 阳离子 交换 剂 ,0. 1 mol/L 醋酸 ,pH 5.0。 洗 脱 液 为 2 
mol/l. NaCl, 


三 ,琼脂 糖 系 离子 交换 剂 

由 于 其 过 滤 凝 胶 有 两 大 牌号 ,所 以 离子 交换 剂 也 有 两 大 牌号 。 

1. Bio - Gel A 系 离子 交换 剂 

将 琼脂 糖 珠 体 经 交 联 后 引入 功能 基 而 衍生 出 离子 交换 剂 ,有 DEAE 及 CM 两 种 ,性 能 列 
于 表 9-18 中 。 


表 9-18 Bio-Gel A 离子 交换 剂 


交换 容量 
H E 类 型 
全 交换 容量 ， umol/ml 血红 蛋白 ， mg/ml 
DEAE Bio— Gel A WB 2045 45 士 10 


CM Bio 一 Gel A WA 20405 4510 


2. Sepharose X& BE F ajj 
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Sepharose 系 的 离子 交换 剂 是 由 Sepharose CL - 6B, Sepharose Fast Flow 及 Sepharóse 
High Performance 3 种 骨架 入 生 而 出 的 。 与 CL - 6B 相 比 ,新 产品 FF 系 有 更 高 的 流速 ,而 
High Performance 有 更 高 的 分 辩 率 。 

Sepharose 系 离子 交换 剂 通 性 如 下 。 

(1) ”在 水 、 盐 溶液 及 有 机 溶剂 中 结构 稳定 ,改变 溶剂 时 孔 结 构 不 发 生 明 显 变化 ,适用 于 有 
机 溶剂 中 。 : 

(2) 该 系 离 子 交 换 剂 可 在 非 离子 型 洗涤 剂 (如 Triton X 7 100,8 mol/L 尿 .6 mol/L 盐酸 
蝗 ) 中 使 用 ,但 不 宜 应 用 氧化 剂 。 

(3) ” 虽 该 系 离子 交换 剂 能 抵御 微生物 侵蚀 ,但 由 于 许多 缓冲 液 有 利于 微生物 生长 ,所 以 
应 在 制 菌 剂 存在 下 保存 。 

表 9 - 19 列 出 该 系 离子 交换 剂 性 能 .图 9 -6 为 DEAE -Sepharose FF 与 其 它 产品 水 力学 
性 能 比较 。 从 图 可 见 Fast Flow 的 确 名 符 其 实 。 


400 


DEAE Sepharose 
Fast Flow 


h) 


~ 30 

B 

Ť [8 9-6 DEAE — ‘Sepharose FF 与 其 它 DEAE 型 
z 200 Tri IIBF) 离子 交换 剂 流速 比较 

w DEAE — Trisacry 条 件 : 柱 为 Pharmacia XK 50/30; pk 15cm; 

i DE52( Whatman) RER 29. 4ml; 工 作 液 0. 1mol/L NaCl; 


100 在 0. 1MPa 时 最 大 流速 可 达 400 em/h 


DEAE Bio — Gel A 
(BioRad) 


0. 02 0. 06 0. 10 
压力 ; MPa 


. Toyopearl ara E OOA 
该 系 为 全 合成 离子 交换 剂 ,报道 已 入 生出 多 种 功能 基 的 介质 ,但 目前 商品 化 的 仅 为 DEAE 
及 CM 离子 交换 剂 。 其 具有 稳定 的 结构 ,离子 强度 及 pH 值 变 化 对 床 体积 影响 不 大 。 


胺 化 


DEAE 基 离 子 交换 剂 


CM -离子 交换 剂 
C F«COOH 


N AENA 
CH;COOH 
磷酸 基 离子 交换 剂 


Ci wA 环 氧 基 中 间 体 一 ~ 制订 和 了 吸附 剂 


| 
MHE at —C—NH—NH; 基 末 和 吸附 剂 载体 
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Toyopear 离子 交换 剂 性 能 示 于 表 9 - 20。 


表 9-20 Toyopearl 离子 交换 剂 性 能 


t 能 种 类 DEAE - Toyopearl 650 CM - Toyopearl 650 
介质 类 型 WB WA 
PT (S) ,pm 20~40 20 一 40 
粒 径 (MD) ,pm 40~80 40~80 
工作 pH 值 范围 | 2 一 9 6-10 
功能 基 pH f& 11.5 Cup FIT BRTE 82 P1 BEAT EO 4.7 
排 阻 极限 (PEG) 1 000 000 1 000 000 
全 交换 容量 ,mmol/ml | 108 120 
Z| 有效 牛 血清 清 蛋 白 | 26 45 
A| 容量 REH 15.0 / 
mg/ml | 甲状 腺 球 蛋 白 11.5 / 
流速 ml/(h. cm?) | | 2-300 7-300 


五 .Mono Beads 9$? € du y- sz 68.35] 

Mono Beads 系 离子 交换 剂 是 一 类 新 型 离子 交换 剂 ,对 蛋白 质 . 肽 及 低 聚 核 苷 酸 等 有 很 高 
的 分 离 效 率 ,其 粒 径 分 布 极 窗 (10km) 。 该 系 以 亲 水 性 聚 栈 为 骨架 ,有 3 种 类 型 功能 基 ,性 能 参 
Wd 9-21. 


表 9-21 Mono Beads 系 离子 交换 剂 主要 性 能 
HHE ARES) pH 值 工作 pH 全 交换 容量 


TS 极限 pm ”稳定 范围 WH 。 pmol/ml O8 R 

Mono Q 1x10! 10 2~12 3~11 270~370 WATEA T SEHR] E T 8 LE DUUR A) ES 

S 1X107 10 2~12 3~11 140~180 ”强酸 性 阳离子 交换 剂 ,适宜 在 低 pH HE ES Dk 
P 1x10? 10 2 一 12 3 一 11 150~210 SPRER A T XISGH np] FR PRISE 


AEPSBEHES C IE BB EY dmm 

由 捷克 布拉格 高 分 子 化 学 研究 院 推出 的 Spheron 牌号 树脂 是 一 类 大 孔 型 亲 水 性 的 便 基 
质 离子 交换 剂 ,由 甲 基 丙 烯 酸 羟 乙 基 酯 与 双 力 基 两 燃 酸 乙 二 醇 酯 共聚 而 成 的 大 孔 珠 体 
(HEMA -EDMA) 为 母体 的 离子 交换 剂 。 大 和 孔 共 聚 物 中 含 24% 一 39%% 的 EDMA，, 以 溶 胀 度 、 
比 表 面孔 体积 及 排 阻 极限 为 主要 参数 。 共 聚 体 中 含有 大 量 羟基 ,可 进行 化 学 改 性 而 衍生 出 多 
种 离子 交换 剂 。 该 系列 虽 为 70 年 代 产品 ,但 未 商品 化 ,其 衍生 物 如 下 所 示 。 

Spheron C cH; co0CH.cooH 
站 
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D © -3 OO» UU) e CQ Ne 


| 
Spheron S CH«- C CODCH  CHOCH,CHCHSSOSH 


D 


Et 
| Á 
Spheron DEAE CHy-C- COOCH,CHOCH;CHAN, 


CH: Et 
| 
| 
Spheron ArA CH,—C—COO0CH,CH,OCH,CH,SO,—( S—NH; 
CH; 


| 
| 
Spheron Oxine CHy 70 COOCH;CHOCH,CH/SOuph - NT 


CH; 
| | 


N 


CH; 


除 上 述 各 系 离子 交换 剂 外 ,还 有 已 停产 的 LKB 公司 生产 的 Trisaeryl 离子 交换 剂 。 
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第 十 章 ” 有 机 高 分 子 基质 的 高 效 液 相 
色谱 分 离 柱 填料 


苏 天 升 
(中 国 科 学 院 化 学 研究 所 ， 北 京 ，100080) 
第 一 节 m x 


随 着 生物 化 学 和 生物 技术 的 发 展 , 对 于 各 类 生化 物质 特别 是 活性 生物 大 分 子 的 分 析 与 分 
离 纯化 ,已 成 为 目前 至 关 重 要 的 研究 内 容 。 在 现 有 的 分 离 技术 中 , 液 相 色谱 尤其 是 70 年 代 以 来 
迅速 发 展 起 来 的 高 效 液 相 色谱 (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) ,已 被 普 
遍 认 为 是 当前 分 离 分 析 生 化 样品 最 有 效 的 技术 手段 。 

同 其 它 分 离 技 术 相 比较 ,HPLC 方法 的 主要 特点 是 : 它 的 分 离 效率 高 ,选择 性 好 , 适 于 各 种 
多 元 组 分 复杂 混合 物 的 分 离 ; 它 的 应 用 范围 从 无 机 物 到 有 机 物 , 从 天 然 物 质 到 合成 产物 ,从 小 
分 子 到 大 分 子 , 从 一 般 化 合 物 到 生物 活性 物质 等 。 可 以 说 几乎 包括 了 所 有 类 型 物质 ; 它 可 以 根 
… 据 分 离 对 象 , 按 不 同 分 离 机 理 ,广泛 选择 色谱 柱 . 淋 洗 体系 和 操作 参数 ; 它 既 是 精细 的 分 离 纯化 
方法 ,也 是 快速 .灵敏 准确、 简便 的 分 析 检 测 手 段 ; 它 可 以 处 理 从 痕 量 、 微 量 到 常量 以 至 较 大 规 
模 制 备 的 样品 量 ,可 以 实现 在 线 检 测 和 自动 化 操作 。 

HPLC 方法 是 基于 样品 分 子 在 固定 相 ( 即 柱 填料 ) 和 流动 相 ( 即 淋 洗 液 ) 之 间 的 特殊 相互 作 
用 而 实现 分 离 的 。 该 技术 的 实施 除了 具备 专用 的 高 压 输液 系统 和 高 灵敏 检测 系统 等 设备 之 外 ， 
最 关键 的 还 需要 有 高 效 分 离 柱 。 分 离 柱 是 色谱 的 核心 ,高 效 分 离 柱 填料 的 研究 是 现代 液 相 色谱 
方法 赖 以 建立 和 发 展 的 基础 。 ` 

目前 HPLC 已 发 展 成 为 包括 有 许多 分 支 的 综合 性 分 离 技 术 。 按 它们 的 分 离 机 理 可 分 为 : 
基于 吸附 分 配 作用 的 反 相 、 正 相 和 朴 水 性 相互 作用 色谱 ;基于 电荷 作用 的 强 阴 、 强 阳 、 弱 阴 、 弱 
阳离子 交换 色谱 ;基于 空间 排除 作用 的 凝 胶 过 滤 和 上 凝 胶 渗 透 色 谱 ; 基 于 生物 特异 性 作用 的 亲 和 
-色谱 等 。 各 个 分 支 技术 的 分 离 机 理 . 用 途 和 特点 不 同 , 对 于 所 使 用 填料 在 结构 和 性 能 方面 均 有 
各 自 特 定 的 要 求 . 从 填料 的 基质 材料 来 看 ,一 般 可 分 为 无 机 (如 硅胶 .可 控 孔 玻璃 、. 凑 基础 灰 石 、 
石墨 化 炭 黑 等 ) 和 有 机 (如 天 然 的 与 合成 的 高 分 子 ) 两 大 类 型 。 

近 十 年 来 , 随 着 合成 技术 的 进步 ,以 有 机 高 分 子 为 基质 的 HPLC 填料 获得 了 迅速 发 展 ,新 
产品 竞相 出 现 ,并 广泛 应 用 于 各 个 分 支 技术 中 。 有 关 这 方面 的 进展 状况 ,已 在 一 些 周期 性 的 综 
述 中 给 出 了 较为 系统 的 参数 目录 99 。 对 于 这 类 精细 分 离 材料 的 研究 ,也 已 成 为 功能 高 分 子 学 
科 的 重要 组 成 部 分 。 
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二 节 ”高 分 子 类 型 HPLC 填料 的 特征 


同 硅胶 基质 的 HPLC 填料 相 比 较 , 高 分 子 类 型 填料 的 普遍 特征 主要 表现 在 : 

(1) 它们 的 基质 微 球 可 以 广泛 选择 各 种 单 体 和 交 联 剂 来 聚合 ,并 且 这 些 聚 合 物 容 易 进 行 
化 学 改 性 处 理 , 所 合成 的 产品 普遍 有 良好 的 色谱 选择 性 ; 

(2) 它们 对 于 样品 的 负载 能 力 强 , 有 和 较 高 的 色谱 容量 ; 

(3) 它们 具有 良好 的 化 学 稳定 性 ,可 以 在 广泛 的 pH 值 范围 内 使 用 ; 

(4) 它们 不 易 产生 不 可 道 的 吸附 作用 ,特别 对 于 生化 物质 的 分 离 能 够 较 好 地 保存 其 生物 
诸多 优点 ,决定 了 高 分 子 类 型 填料 广阔 的 发 展 前 景 ,尤其 对 于 分 离 纯化 活性 生化 物质 所 表 
现 的 良好 性 能 ,已 越 来 越 受到 研究 者 和 应 用 者 的 重视 .有 人 曾 预计 ,在 今后 一 些 年 里 ,有 机 高 分 
子 基 质 的 填料 将 可 能 成 为 主要 的 发 展 方向 需要 指出 的 是 高 分 子 微 球 的 颗粒 刚性 还 不 如 硅胶 ， 
孔 结构 也 比较 复杂 ,在 淋 洗 体 系 的 变化 过 程 中 可 能 会 产生 膨胀 或 收缩 .这 些 影响 色谱 柱 效 率 的 
主要 因素 , 仍 有 待 于 研究 解决 。 


第 三 节 ”高 分 子 类 型 HPLC 填料 的 制备 


一 .HPLC 技术 对 于 填料 的 一 般 要 求 

简单 说 来 ,在 色谱 分 离 过 程 中 ,填料 的 化 学 结构 是 影响 色谱 热力 学 行为 (如 保留 值 、 选 择 
性 ) 的 主要 因素 ,而 填料 的 物理 结构 则 是 影响 色谱 动力 学 行为 (如 柱 效率 、 穿 透 性 ) 的 主要 因素 ， 
对 于 HPLC 填料 ,应 在 物理 和 化 学 性 质 方面 满足 如 下 要 求 : (1) 具备 合 适 的 颗粒 大 小 (分 析 级 
一 般 为 5 一 10pkm ,制备 级 可 以 大 一 些 ) 和 较 窜 的 粒度 分 布 范围 ,最 好 能 实现 粒度 单 分 散 。(2) 有 具 
备 一 定 的 机 械 强 度 , 邑 具有 可 以 满足 高 压 使 用 的 颗粒 刚性 ,C3) 若 为 多 孔 结 构 , 则 需 达 到 一 定 的 
孔径 和 孔径 分 布 要 求 ,并 尽 可 能 避免 复杂 的 了 扎 结 构 形 态 .(4) 应 具备 必要 的 化 学 稳定 性 、 热 稳定 
性 ,不 易 产 生 不 可 道 吸 附 性 。 

二 ,高 分 子 基质 微 球 的 合成 

基质 微 球 是 HPLC 填料 的 支撑 骨架 , 它 将 直接 决定 填料 的 颗粒 大 小 、 刚 性 程度 和 和 孔 结构 
形态 ;也 会 直接 影响 到 能 否 有 效 地 引入 具有 分 离 选 择 性 的 官能 基 团 。 因 此, 欲 获得 高 柱 效 、 高 选 
择 性 、 高 分 离 度 的 柱 填 料 , 对 于 基质 微 球 的 合成 以 及 结构 性 能 的 研究 是 至 关 重 要 的 。 目 前 所 使 
用 的 基质 材料 最 主要 的 是 交 联 聚 葵 乙 烯 ,其 它 交 联 共聚 物 如 交 联 聚 醋酸 乙烯 酯 . 交 联 聚 乙烯 
醇 、 交 联 售 甲 基 丙 烯 酸 及 其 酝 类 、 关 联 聚 烯 亚 胺 与 聚 酰胺 类 . 交 联 聚 乙烯 吡啶 , 交 联 紊 乙 二 醇 以 
及 高 交 联 琼脂 糖 等 也 得 到 广泛 的 应 用 。 

基质 微 蒜 的 合成 如 果 采 用 经 典 的 悬浮 聚合 方法 ,所 得 颗粒 通常 大 于 1008m ,而 且 粒 度 分 
布 范围 比较 宽 ;如 果 采 用 经 典 的 乳液 聚 合 方法 , 则 只 能 得 到 小 于 lpm 的 微粒 。 于 是 人 们 试图 寻 
找 一 种 介 乎 于 悬浮 和 乳液 聚合 之 间 的 新 方法 。 实 践 证 明 ,选择 适当 的 分 散 稳 定 体系 ,并 借助 于 
特 为 设计 的 分 散 聚 合 装置 ,是 可 以 达到 目的 的 。 所 选择 的 分 散 稳 定 剂 通常 都 是 几 种 组 分 (有 机 
和 无 机 ) 的 复合 体 ,它们 既 可 提高 聚合 体系 的 悬浮 分 散 作 用 ,又 能 抑制 反应 过 程 中 的 乳化 作用 ， 
兼备 了 两 种 聚合 方法 的 特点 。 所 合成 的 产品 经 分 级 和 处 理 即 能 满足 要 求 。 目 前 许多 商品 化 
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HPLC 填料 的 基质 微 球 就 是 用 这 种 方法 获得 的 。 

在 过 去 的 一 些 年 里 ,对 于 颗粒 单 分 散 的 高 聚 物 基质 微 球 的 研究 已 取得 了 显著 进展 。 
Ugelstadm*"% 使 用 二 步 溶 胀 法 制 出 了 粒度 单 分 散 的 交 联 聚 人 乙烯 微 球 。 该 方法 首先 是 合成 粒 
度 小 于 luem 的 高 聚 物 胶乳 作为 “种 子 ”, 让 其 “种 子 ” 在 水 相 中 吸附 不 溶 于 水 的 低 分 子 有 机 物 进 
行 溶 胀 ,然后 吸附 单 体 进一步 溶 胀 并 聚合 。 用 此 原理 所 合成 的 粒度 约 10pm 的 单 分 散 微 球 ,经 
化 学 修饰 后 已 成 为 性 能 优异 的 填料 ,并 在 高 效 离子 交换 色谱 中 得 到 应 用 。Vanderhoff55 研 究 
了 微 重力 环境 中 连续 洲 胀 聚合 方法 ,制备 出 了 较 大 颗粒 的 单 分 散 高 分 子 微 妹 。Matijevic525 报 
导 了 使 用 单 体 气 溶胶 的 阳离子 聚合 制备 10~20um 单 分 散 高 聚 物 颗粒 的 方法 。 Colvin 等 03] 描 
述 了 一 种 喷射 -冷冻 成 形 和 辐射 聚合 的 技术 线路 ,合成 出 的 较 大 颗粒 的 单 分 散 微 球 。 柴 志 宽 
等 04 介绍 了 一 种 静态 的 相 分 离 聚 合 方法 ,其 原理 是 在 液 相 介质 中 单 体 聚合 成 低 聚 体 , 当 其 分 
子 量 达到 某 一 限度 时 不 再 能 溶 于 介质 而 产生 相 分 离 ,被 分 离 出 来 的 低 聚 体 由 于 表面 张力 作用 ， 
成 为 液 珠 悬 浮 在 液 相 介质 中 ,滚珠 继续 以 比较 高 的 速度 聚合 、. 交 联 硬化 ,并 以 较 低 速率 沉降 ,这 
样 可 以 避免 硬化 前 的 碰撞 、 粘 结 ,从 而 得 到 颗粒 较为 均匀 的 微 球 。 该 方法 虽然 达 不 到 颗粒 单 分 
散 , 但 是 操作 简便 ,易于 控制 ,合成 物 的 粒度 适宜 并 无 需 第 分 。 

三 .基质 微 球 的 化 学 改 性 

所 合成 的 基质 微 球 , 按 其 物理 -化 学 结构 特征 ,有 一 些 产 品 就 可 以 直接 作为 色谱 填料 来 使 
用 ,但 是 在 大 多 数 情 况 下 还 需 经 过 化 学 改 性 处 理 。 化 学 改 性 是 根据 不 同色 谱 方法 的 需要 ,在 基 
质 微 球 上 引入 适量 的 带 有 特定 官能 基 团 的 物质 ,以 达到 所 期 望 的 色谱 选择 性 。 在 不 同 HPLC 
分 支 技 术 中 ,一些 常 见 填料 所 携带 的 选择 性 基 团 或 化 合 物 分 别 为 ， 

离子 交换 色谱 填料 含有 一 N+ (CH;);、 一 CH;CHsN (CsHs)、 一 SO,- , —COOH 等 离子 交换 
基 团 。 l 

反 相 色谱 填料 含有 Cis、Cs 烷 基 以 及 苯 基 等 强 朴 水 性 基 团 。 

正 相 色谱 填料 含有 一 OH.、 一 NH;,、 一 CN .一 COOH 、 醚 链 等 极 性 基 团 或 链 段 。 

朴 水 性 相互 作用 色谱 填料 含有 C; C. 烷 基 , 蔡 基 \、 聚 乙 二 醇 等 弱 玖 水 性 基 团 或 链 段 。 

空间 排除 色谱 填料 ,其 中 用 作 水 相 体 系 的 凝 胶 过 滤 填 料 含 有 一 OH 等 亲 水 性 基 团 。 

亲 和 色 谱 填 料 携带 有 抗体 、 激 素 .抗菌 素 、 酶 等 具备 生物 特异 性 的 配 基 。 

应 当 指 出 ,在 化 学 改 性 过 程 中 ,一 般 应 当先 将 基质 微 球 进行 亲 水 性 处 理 。 因 为 除了 凝 胶 渗 
透 色谱 使 用 油 相 体系 以 外 ,其 它 色谱 方法 的 淋 洗 介 质 都 有 水 参与 ,所 以 ,为 了 增强 固定 相 与 淋 
洗 剂 的 匹配 能 力 ,对 于 基质 微 球 (尤其 是 非 极 性 基 球 ?进行 亲 水 性 处 理 是 很 有 必要 的 .处 理 方法 
.是 在 基质 微 球 表面 首先 引入 亲 水 性 基 团 或 链 段 ,然后 再 引入 适当 的 选择 性 基 团 或 化 合 物 .这 样 
一 来 将 有 一 部 分 亲 水 性 基 团 或 链 段 会 成 为 起 连接 作用 的 间隔 臂 。 实 践 证 明 , 合 适 的 间隔 臂 对 于 
改善 色谱 传 质 、 提 高 分 离 选 择 性 是 甚 为 有 利 的 。 

通常 用 作 HPLC 填料 的 高 聚 物 树脂 大 都 是 具有 多 和 孔 结 构 的 微 妹 ,其 孔径 为 几 个 ` 几 十 以 
至 上 百 纳米 。 为 了 增强 颗粒 刚性 和 改善 孔 结构 形态 ,以 提高 填料 的 色谱 传 质 性 能 , 近 几 年 来 对 
于 树脂 的 合成 出 现 了 两 种 明显 的 发 展 趋势 。 第 一 ,向 小 颗粒 非 多 和 孔 结 构 发 展 , 有 关 这 方面 的 研 
究 已 有 许多 报导 ,例如 ,以 2. 5pm 亲 水 性 高 聚 物 为 基质 所 制 得 的 非 多 孔 型 反 相 、 离 子 交 换 和 政 
水 性 相互 作用 色谱 填料 ,其 柱 效 、 选 择 性 、 分 离 度 以 及 对 活性 样品 的 回收 率 等 指标 都 是 令 入 满 
意 的 ,用 于 快速 分 离 蛋 白质 .核酸 等 生物 大 分 子 是 很 成 功 的 "中 。 第 二 ,向 穿 通 性 超大 孔 结 构 发 
展 ,最 近 报 导 的 所 谓 灌 注 色 谱 (Perfusion Chromatography) 填 料 就 具有 这 种 结构 特征 5 。 它 的 
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基质 是 高 交 联 的 聚 葵 乙烯 微 球 , 粒 度 为 10pm 或 208m, YE 600 一 800nm 的 孔 内 连接 着 80 一 
150nm 的 穿 通 性 孔 。 用 这 种 结构 的 树 朋 所 发 展 成 的 反 相 ,离子 交换 、 朴 水 性 相互 作用 以 及 亲 和 
色谱 填料 ,对 于 生物 大 分 子 样品 的 色谱 传 质 十 分 有 利 ,流速 适应 范围 相当 宽 , 柱 效 高 而 柱 压 降 
很 小 ,并 有 较 高 的 色谱 容量 。 


第 四 节 ”填料 性 能 的 评价 


一 .填料 物化 性 质 的 表征 
填料 颗粒 大 小 d, (xm) 及 其 分 布 ,可 使 用 显微镜 观测 或 使 用 粒度 分 布 仪 测定 。 
填料 的 比 表 面积 SCm?/g) ,一般 用 BET 方法 测定 。 
填料 的 骨架 密度 p, (g /mD ,溶剂 吸收 量 Sp On / go , 溶 胀 因子 了 等 参数 ,可 用 文献 [17j 所 述 
方法 测定 。 
填料 的 比 孔 体 积 V,Cml/g) ,可 以 根据 Sr、f 及 ps 值 , 按 下 式 求 得 ， 
Sr fV,4- CF—1)/p, (10—1) 
填料 的 孔 度 y 为 : ， 


V, 
=F Fo (10—2) 


填料 的 孔径 大 小 及 其 分 布 的 测定 ,通常 使 用 毛细 管 凝 聚 法 (入 30nm B9 TD. ERA C 
30nm 的 孔 ) 以 及 电镜 法 等 。 对 于 孔 的 结构 形态 ,可 以 使 用 扫描 电镜 直接 进行 观察 ,也 可 以 通过 
色谱 行为 或 其 它 性 质 进行 间接 表征 。 

填料 的 化 学 结构 (如 组 成 .骨架 结构 .官能 基 团 等 ) 与 化 学 性 质 ( 如 对 溶剂 的 化 学 稳定 性 、 
pH 值 适 应 性 .离子 交换 剂 的 交换 容量 等 ), 可 以 用 常规 的 化 学 分 析 方 法 及 相应 的 仪器 分 析 手 
段 予 以 表征 。 

二 ,填料 色谱 性 能 的 表征 

虽然 不 同 分 离 机 理 的 色谱 填料 各 有 其 特定 的 性 能 指标 ,但 是 如 下 所 述 的 一 系列 最 基本 的 

色谱 参数 ,对 于 任何 填料 的 评价 都 是 有 意义 的 。 


1. 保留 值 . 
ETE GOH Em EA AEE FP P T ERE 3T 8] A UA BUDE RR EE ERE: 
a Veg=tr * F. (10—3) 
式 中 F. 为 流动 相 流速 。 如 果 扣 除 不 保留 物质 的 流出 时 间 即 死 时 间 (to) , 则 可 得 到 调整 保留 值 ， 
tg! —tg — to (或 Vr' 二 Vg 一 toF.) (10—4) 
容量 因子 (8') 是 色谱 中 广泛 采用 的 保留 值 参 数 ， | 
gif (10—5) 
在 HPLC 中 只 与 固定 相 、 流 动 相 性 质 及 柱 温 有 关 。 
2. 选择 性 


选择 性 (w ?表示 相 邻 二 物质 保留 时 间 的 比值 ， 
/ ino» — 14-4 (2) 
"ie lE 


(10—6) 
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w 值 是 与 固定 相 种 类 、 流动 相 组 成 以 及 温度 有 关 的 参数 。 
3. 柱 效 率 
目前 色谱 法 广 谤 使 用 理论 塔 板 数 CN) 来 表示 柱 效率 ， 


N= 5. 54| 


za] (10—7) 


AF ZAngXURGGHSEBPEEE. SCEORUB BEETÉ BUS BE CHOSES BORUR, 


H-—x (10—8) 


式 中 工 为 色谱 柱 长 度 。 从 理论 上 解释 色谱 谱 带 加 宽 效应 是 较为 复杂 的 ,在 HPLC 中 通常 使 用 
如 下 方程 综合 性 地 描述 各 种 因素 对 H 的 影响 ， 


H= Asa B 二 Cu (10—9) 


Au 为 流动 相 线 速度 ,A、B、 C Aa P 纵向 扩散 和 固定 相传 质 效应 对 HE 的 贡 
献 。 在 一 些 评价 色谱 柱 的 文献 中 ,对 于 五 ,“ 江 等 值 也 经 常用 Knoox 1 所 推荐 的 无 量 纲 的 折合 
4. 填充 柱 的 总 孔隙 度 和 穿 透 性 
填充 柱 的 总 孔隙 度 (er), 可 由 下 式 计 算 : 
F.to 
V. 
式 中 VV 为 空 柱 体积 。 ETRE OCOE XN 


L 
Ki=Koer= P (10—11) 


式 中 K 为 穿 透 性 常数 ;7 为 流动 相 粘 度 ;AP 为 柱 压 降 。 

5. 分 离 度 

分 离 度 CR) 被 定义 为 相 邻 两 色谱 峰 的 保留 值 之 差 与 各 自 峰 底 宽 度 C(rso 和 twow) 一 半 之 和 
的 比值 ， 


ET 一 (10—10) 


tg — É iro — t 

R= 7E TEL E Han (10—12) 
wl) 

p wo tva? ! 


按 此 定义 可 以 推导 出 ， 


1l EN k'o | uU 
R= DVN | (10—13) 


AP at go /t' no =k ow/k' 册 表示 相对 保留 值 。 由 式 (10 一 13) 可 以 看 出 ,R 值 是 分 离 效 能 的 综 l 
合 指标 。 


第 五 节 ”高 分 子 类 型 的 吸附 分 配 HPLC 填料 


一 .高效 反 析 色谱 填料 
反 相 色谱 (Reversed Phase Chromatography, RPC) 可 以 说 是 HPLC 技术 中 最 大 的 一 个 分 
支 , 它 的 分 离 对 象 几 乎 办 盖 了 所 有 类 型 的 化 合 物 。 目前 RPC 分 离 柱 仍然 是 以 硅胶 基质 的 键 合 
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相 填料 为 主体 。 特别 是 键 合 Cis .Cs 烷 基 以 及 苯 基 填料 的 出 现 , 使 该 技术 得 到 长 足 发 展 ,被 极其 
广泛 地 用 于 各 个 领域 .这 类 填料 的 最 大 特点 是 颗粒 刚性 好 ,有 利于 传 质 , 可 以 得 到 很 高 的 柱 效 ， 
并 有 和 良好 的 选择 性 .但 是 硅胶 基质 填料 的 pH 值 适应 性 一 般 都 限制 在 2 一 8 之 间 。 此 外 , 当 基 质 
表面 的 硅 羟基 不 能 被 完全 覆盖 时 , 则 可 能 使 欲 分 离 的 蛋白 质 等 生化 样品 失去 活性 。 

高 分 子 基质 的 RPC 填料 ,目前 较为 广泛 使 用 的 是 微 球形 交 联 聚 茶 乙 烯 树脂 。 这 类 树脂 的 
表面 具有 烷 基 键 合 相 那 种 非 极 性 的 特征 ,因此 无 需 化 学 改 性 就 可 以 直接 用 作 RPC 填料 。 近 年 
来 也 出 了 一 些 其 它 类 型 (包括 烷 基 衍 生 ) 的 高 分 子 基质 RPC 填料 ,例如 醋酸 乙烯 酯 共 京 物 "*、 
带 有 Cis 烷 基 侧 链 的 聚 丙烯 酰胺 5 、 聚 甲 基 丙烯 酸 的 烷 基 酯 化 物 和 聚 乙 烯 醇 的 酯 化 物 ” LCS 
烷 基 键 合 的 聚 乙烯 醇 C] 以 及 Cu 烷 基 入 生 的 交 联 案 苯 乙烯 等 . 表 10-1 给 出 了 一 部 分 商品 化 了 
的 高 分 子 类 型 RPC 填料 。 这 类 填料 都 可 以 在 广泛 的 pH 值 (2 一 12, 甚 至 1 一 13) 范 围 内 使 用 。 从 
化 学 结构 来 看 ,树脂 表面 均 有 较 强 疏水 性 作用 ,其 色谱 性 能 基本 上 类 似 于 硅胶 基质 的 烧 基 键 合 
相 填 料 。 图 10 -1 为 在 相同 条 件 下 分 别 使 用 交 联 聚 莱 乙 烯 和 硅胶 键 合 ODS 填充 柱 对 于 牛 血清 
蛋白 (BSA) 分 解 产 物 的 分 离 结 果 。 从 对 比 中 可 以 看 出 ,两 种 类 型 填料 的 RPC 性 能 是 基本 相近 
的 ,此 外 ,从 填充 柱 的 稳定 性 和 使 用 寿命 来 讲 , 交 联 聚 茶 乙 烯 填料 要 更 好 一 些 。 图 10 -2 表明 重 
白质 混合 样品 在 商品 PLRP -S 填充 柱 上 的 分 离 结果 。 


表 10- 1 部 分 常见 的 高 分 子 类 型 高 效 反 相 色谱 填料 


名 K 基质 材料 粒度 ,pm 孔径 ,nm 应 用 
TSK gel Phenyl -5PW RP 亲 水 高 聚 物 . 10 100 分 离 蛋 白质 . 肽 .核酸 等 
TSK gel Octadecyl - 4APW KARY 10 50 分 离 蛋白 质 、 肽 等 
TSK gel Styrene - 250 PS -DVB 5,10 分 离 药物 .食品 添加 剂 等 
TSK gel Octadecyl - NPR WE Uj 48 BE REOS 2.5 EZA 。 ”快速 分 离 蛋 白质 等 
Hamilton PRP - 1 PS - DVB 10 7.5 Ar BREUI iic 5g 
Hamilton PRP - 3 PS-DVB 10 30 分 离 蛋 白质 、 肽 等 
ARPP PS-DVB 5,10 8 类 似 于 Cis 键 合 相 填料 
PLRP-S PS-DVB 8,10 30,100 分 离 蛋 白质 、 肽 等 
ACT-1 | PS - DVB -Cis 10 与 Cis 键 合 相 填料 性 能 间 
Shodex RS pak DS - 613 PS -DVB 类 似 于 Cis 键 合 相 填 料 
Shodex RS pak DS - 613 X PG HS Me REOR 类 似 于 Cis 键 合 相 填料 
Polypore phenyl RP PS-DVB 10 30 分 离 生 物 大 分 子 化 合 物 
Polypore RP PS-DVB . 10 8 类 似 于 Cis 键 合 相 填料 
Bio Gel PRP 70 - 5 & Benzyl 高 聚 物 5 7 分 离 高 分 子 和 有 机 物 
Bio Gel PRP 十 & Phenyl SRH 70 100 分 离 高 分 子 和 有 机 物 


目前 常见 的 高 分 子 类 型 RPC 填料 主要 是 多 孔 型 树脂 ,但 也 出 现 了 非 多 孔 结 构 的 填 
iore, 这 类 填料 用 于 快速 分 离 蛋 白质 等 具有 良好 的 色谱 行为 ( 见 图 10 - 3)。 非 多 孔 型 树脂 作 
为 分 离 柱 填料 的 新 发 展 ,在 其 它 HPLC 技术 也 均 已 得 到 应 用 。 

反 相 色谱 的 保留 机 理 目 前 尚 不 完全 清楚 ,有 人 认为 是 分 配 作 用 , 即 淋 洗 液 中 的 有 机 溶剂 与 
填料 表面 的 有 机 基 团 或 链 段 首先 形成 “ 液 相 层 ”, 而 溶质 分 子 就 在 淋 洗 液 与 “ 液 相 层 ”中 进行 分 
配 。 也 有 人 认为 是 吸附 作用 , 即 溶质 分 子 中 的 非 极 性 部 分 与 填料 表面 的 非 极 性 基 团 或 链 段 之 间 
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强 的 疏水 性 相互 作用 ,而 这 种 作用 表现 出 类 似 于 吸附 的 特征 。 


0 10 20 0 10 20 
时 间 ,min 时 间 ,min 
图 10-1 BSA 酶 分 解 产物 在 两 种 填充 柱 上 的 RPC 性 能 比较 
GO RERE ZR RE 
d (b) 硅胶 基质 ODS 键 合 相 填料 分 离 柱 


0 15 
时 间 ,min ， 时 间 ,min 
图 10-2 标准 蛋白 质 混合 样品 的 RPC 分 离 图 10-3 蛋白质 混合 样品 在 非 多 和 孔 型 填料 上 的 
分 离 柱 ;PLRP -S 30nm(250mm X 4. 6mm); RPC 分 离 
淋 洗 液 A: 水 含 0. 196 TFA ; 淋 洗 液 B:9596 7 0.191 分 离 柱 :TSK gel Octadecyl - NPR (35mm X 4. 6mm); 
TFA; . HAER A: KE 0.054 TFA ; 淋 洗 液 B: LES 0.05% 
梯度 :线性 2094 — 60 96 B(22min) ; 流速 ;1. 5ml/min; TFA; 
检测 :UV220nm; 梯度 :线性 15% 一 80%B(i0min); 流 速 :1. 5ml/min; 
样品 :1 一 核糖 核酸 酶 ; 2 一 脾 岛 素 ; 3 一 细胞 色素 C; 检测 :UV220nm; 
4 一 溶菌 酶 ; 5 一 牛 血 清 蛋 白 ; 6 一 肌 红 蛋白 ; . 样品 :1 一 核糖 核酸 酶 ; 2 一 胰岛 素 ; 3 一 细胞 色素 C; 
7 一 卵 清 蛋白 4 一 溶菌 酶 ;5 一 乳白 蛋白 ; 6 一 册 红 和 蛋白; 


7 一 卵 清 蛋白 
199 


二 .高 效 正 相 色谱 填料 

正 相 色谱 (Normal Phase Chromatography，NPC) 的 保留 机 理 一 般 认 为 是 基于 溶质 分 子 
在 流动 相 与 固定 相 之 间 的 分 配 作 用 。 所 使 用 的 柱 填料 都 具有 一 定 极 性 。 典型 的 硅胶 基质 NPC 
填料 常 含有 诸如 一 OH 一 NH;, .一 CN 等 极 性 基 团 。 高 分 子 类 型 NPC 填料 一 般 是 在 基质 树脂 
上 引入 极 性 基 团 链 段 ,或 者 由 极 性 单 体 直接 共聚 而 制 得 。 例 如 商品 填料 TSK gel Acetate - 60 
是 含 醋 酸 酯 类 基 团 的 高 聚 物 ,TSK gel Ether - 250 是 带 有 醚 链 的 高 聚 物 ,Hitachi Gel 3020 是 
甲 基 再 烯 酸 酯 类 共聚 物 ,ACT - 2 是 乙烯 吡啶 的 共聚 物 ,RSpakDC - 613 是 聚 茶 乙 烯 基质 的 性 
能 类 似 于 氨基 键 合 相 的 亲 水 性 树脂 等 有 人 把 一 些 专 用 色谱 填料 ,诸如 用 于 糖 、 酸 、 醇 类 以 及 光 
学 异 构 体 等 分 离 的 树脂 也 划 归 为 NPC 填料 范围 。 

极 性 填料 尤其 是 极 性 高 分 子 树脂 类 型 填料 的 应 用 范围 相当 广泛 。 除 了 NPC 以 外 ,在 
HPLC 的 其 它 分 支 技术 中 ,如 离子 交换 、 水 相 空 间 排除 、 亲 和 以 及 各 种 专用 色谱 等 ,使 用 的 都 是 
极 性 填料 。 有 些 填 料 还 可 以 在 两 种 色谱 方法 上 兼备 使 用 ,例如 , 甲 基 丙 烯 乙 二 醇 酯 交 联 共聚 树 
脂 5c2425 和 乙烯 吡咯 烷 酮 共聚 树脂 5 , 既 可 作为 NPC 填料 ,也 可 用 于 空间 排除 色谱 。 所 以 对 极 
性 填料 的 分 类 方法 ,可 按 填料 的 组 成 结构、 性能、 分 离 机 理 , 色 谱 应 用 等 情况 并 根据 自己 的 需 
要 来 进行 。 

三 高效 疏 水 性 相互 作用 色谱 填料 

朴 水 性 相互 作用 色谱 (Hydrophobic Interaction Chromatography，HIC) 是 为 了 适应 活性 
生物 大 分 子 特别 是 蛋白 质 的 分 离 而 开展 起 来 的 一 种 HPLC 方法 。HIC 柱 填料 的 表面 具有 弱 芯 
水 性 特征 。 如果 说 前 面 所 述 的 RPC 方法 是 基于 强 玖 水 性 作用 的 话 ,那么 HIC 方法 则 是 依赖 于 
溶质 与 填料 表面 之 间 弱 的 芍 水 性 相互 作用 .在 高 离子 强度 的 盐水 溶液 淋 洗 条 件 下 ,蛋白 质 分 子 
中 的 朴 水 性 部 分 与 填料 表面 产生 芯 水 性 相互 作用 而 被 吸附 , 当 淋 洗 液 的 离子 强度 逐渐 降低 时 ， 
蛋白 样品 则 按 其 朴 水 性 特征 被 依次 尝 脱 , 朴 水 性 越 强 , 洗 脱 的 时 间 越 长 ,用 此 原理 来 实现 分 离 。 
同 反 相 色谱 相 比 较 ,HIC 方法 的 最 大 特点 是 既 可 以 避免 使 用 含有 大 量 有 机 溶剂 的 淋 洗 体系 ,也 
能 有 效 地 保持 被 分 离 物质 的 生物 活性 ,因此 在 活性 生化 物质 的 分 离 纯化 方面 被 广泛 采用 。 


4 


图 10-4 蛋白 质 混合 样品 的 HIC 分 离 
分 离 柱 :Macrosphere/R HIC (250mm X 4. 6mm); 
淋 洗 液 A;20mmol/L NaH;PO,-2mol/L ONH402SO, 
(pH7. 0); 
淋 洗 液 B:20mmol/L NaH;PO,CpH7. 0); 
梯度 :线性 A 一 B(20min); 流速 :1. Oml/min; 
检测 ;UV280nm; 
样品 ;1 一 细胞 色素 C; 2 一 肌 红 蛋白 ; 3 一 核糖 核酸 酶 As 
4 一 溶菌 酶 ; 5 一 铁 蛋 白 


200 


常见 的 商品 化 键 合 相 HIC 填料 ,一 般 都 是 在 硅胶 微 蒜 表面 键 合 一 层 亲 水 性 的 有 机 层 , 然 
后 再 连接 上 各 种 具有 一 定 政 水 性 的 基 团 ,如 羟 丙 基 、 甲 基 , 丙 基 、 丁 基 \、 茶 基 , 羽 基 、 蔡 甲 基 等 . 蛋 
白质 在 这 类 填料 上 的 保留 时 间 基 本 上 按 所 键 合 基 团 玻 水 性 递增 而 加 长 。 

高 分 子 类 型 HIC 填料 ,通常 都 是 在 亲 水 性 高 聚 物 基 质 微 球 表面 引入 瘟 水 性 基 团 或 适当 长 
度 的 醚 链 , 例 如 ,琼脂 糖 凝 胶 被 引入 上 友基、 辛 基 和 聚 乙 二 醇 所 本 生 的 产物 5 , 亲 水 性 高 聚 物 
凝 胶 被 引入 葵 基 . 低 聚 乙 二 醇 的 产物 :2 , 尿 醛 树脂 被 疏水 基 所 修饰 2 等 。 所 有 这 些 经 化 学 改 
性 处 理 后 具有 弱 疏 水 性 的 树脂 作为 HIC 填料 ,对 于 蛋白 质 的 分 离 都 是 有 意义 的 。 广 泛 应 用 的 
商品 化 填料 主要 有 TSK gel Phenyl - 5PW Ether - 5PW (粒度 为 10um、 了 和 孔径 为 100nm 的 亲 水 
性 高 聚 物 微 球 分 别 键 合 茶 基 和 醚 链 )、HRLC MP? HIC Gl E X 7um , FLA 90nm 的 引入 甲 基 
的 高 聚 物 微 球 ) .Macrosphere/R. HIC (粒度 为 10pxm、 了 筷 和 经 为 35nm W FF 3E psi S B 5 0, BB 5; — 
甲 基 丙 烯 酸 乙 二 醇 酯 交 联 共聚 物 微 球 ) 等 。 图 10-4 给 出 了 一 个 分 离 蛋 白质 的 例子 。 

HIC 方法 对 于 蛋白 质 等 活性 生化 样品 的 分 离 , 是 在 水 相 体系 中 进行 的 ,为 了 使 固定 相 能 与 
淋 洗 液 相 匹配 ,填料 的 基质 微 球 应 具备 一 定 的 亲 水 性 。 因 此 从 化 学 结构 来 看 ,所 述 填料 大 部 分 
都 是 在 原 有 亲 水 性 凝 胶 的 基础 上 发 展 起 来 的 。 

非 多 孔 结 构 的 树脂 作为 HIC 填料 也 已 出 现 了 商品 ,如 TSK gel Butyl - NPR。HHjerten522] 
曾 介 绍 过 使 用 大 孔 琼 脂 糖 凝 胶 经 收缩 . 交 联 和 非 极 性 配 基 衡 生 而 制 得 的 一 种 非 多 孔 树 脂 , 以 其 
作为 HIC 填料 ,对 于 快速 分 离 蛋白 质 混合 样品 也 是 其 有 特色 的 ( 见 图 10-5). 


图 10-5 非 多 孔 型 HIC 填料 对 蛋白 质 的 分 离 
分 离 柱 dE e 3L ERIS EAE f HIC 填料 (55mm X 4. 6mm); 
EHE A:0. 01mol/L NaH;PO,44-0. 25mol/L CNH42;80, 

(pH6. 80; 
淋 洗 液 B:0. 01mol/L. NaH;PO4(pH6. 8); 
梯度 :线性 A->B 体积 3. 2ml; 流速 :4ml/min; 
检测 :UV280nm; - 
样品 :1 “核糖 核酸 酶 ，2 一 卵 清 蛋白 3 HURETLTE (AER 
4 过 氧化 氧 酶 ! 5 一 铁 蛋 白 


C 0.5 1 
时 间 min 


第 六 节 ”高 分 子 类 型 离子 交换 HPLC 填料 


一 、 高 效 离子 交换 色谱 填料 

离子 交换 色谱 (lon Exchange Chromatography, IEC ETS HPLC 分 支 技 术 中 最 先 得 
到 发 展 和 应 用 的 。 该 方法 对 于 分 离 各 类 生化 物质 ,诸如 蛋白 质 . 肽 类 .氨基 酸 、 核 酸 、 核 苷 、 碱 基 、 
碳水 化 合 物 等 ,尤为 适宜 ,因而 在 牛 物化 学 、 医 学 .农学 等 一 系列 与 生命 科学 相关 的 领域 中 , 它 


已 成 为 非常 有 效 的 应 用 极其 广泛 的 分 析 检 测 和 和 分离 纯 化 手段 。 
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IEC 的 分 离 机 理 是 建立 在 样品 分 子 与 固定 相 表 面 基 团 之 间 电 荷 相互 作用 的 基础 上 的 。 这 
种 相互 作用 可 能 表现 为 离子 与 离子 、 偶 极 与 离子 或 者 其 它 动 态 平衡 作用 力 的 形式 。 按 所 使 用 的 
离子 交换 剂 ,1EC 方法 可 分 强 阴 、 强 阳 、 弱 阴 、 弱 阳离子 交换 4 种 方式 。 - 

在 IEC 方法 中 , 相 比 之 下 高 分 子 类 型 填料 表现 了 更 大 的 优越 性 。 这 类 填料 几乎 可 在 全 程 
pH 值 范围 内 使 用 ,对 于 广泛 选择 各 种 缓冲 液 淋 洗 体系 十 分 有 利 ;填料 的 使 用 寿命 长 ,即使 柱 
子 受 到 污染 ,也 比较 容易 通过 再 处 理 使 其 性 能 得 以 恢复 ;填料 普遍 有 较 高 的 色谱 容量 ,甚至 可 
比 硅胶 键 合 相 离子 交换 剂 高 一 个 数量 级 ;填料 的 基质 骨架 结构 ,一般 很 少 有 非特 性 吸附 ,对 于 
保持 样品 生物 活性 是 很 有 利 的 。 所 以 ,在 IEC 的 应 用 中 ,高 分 子 类 型 填料 占据 很 重要 的 地 位 ， 
尤其 对 活性 生化 样品 的 分 离 纯 化 有 广阔 的 发 展 前 景 。 

常见 的 高 分 子 类 型 IEC 填料 多 以 交 联 共 聚 的 茶 乙 烯 - 二 乙烯 莱 为 基质 *~ 半 ,同时 也 出 现 
了 许多 其 它 交 联 高 聚 物 基质 的 IEC 填料 ,例如 ,以 亲 水 性 高 聚 物 凝 胶 为 基质 的 "1, 以 聚 甲 基 
丙烯 酸 酯 类 为 基质 的 3 名 ,以 N 一 烯 吡啶 共聚 物 为 基质 的 个, 这些 填料 一 般 都 是 高 交 联 大 孔 
结构 的 微 球 ,具有 良好 的 刚性 和 小 而 均匀 的 粒度 (一 般 10km) 。 填 料 按 其 所 带 基 团 ,通常 分 为 
强 碱 性 阴离子 型 ( 含 季 胺 基 )、 弱 碱 性 阴离子 型 ( 含 伯 、 仲 胺 基 ) .强酸 性 阳离子 型 ( 含 磺 酸 基 )、 弱 
酸性 阳离子 型 ( 含 羧 酸 基 )。 表 10 —2 列 出 了 一 部 分 常见 高 聚 物 基质 IEC 填料 (包括 非 多 孔 填 
料 ) 的 结构 与 性 能 特征 。 这 些 填 料 除 Aminex HPX 系列 之 外 , 均 可 在 pH2—12 的 范围 内 使 用 ， 
甚至 更 宽 一 些 。 

在 以 交 联 聚 蔡 乙 烯 为 基质 的 TEC. 填料 中 ,Mono Beads 系列 中 可 认为 代表 了 当前 的 先进 
水 平 。 这 种 填料 的 基质 微 球 是 用 前 面 所 述 的 单 分 散 聚 合 方法 制 得 的 。 基 质 微 球 经 化 学 改 性 处 
理 谈 成亲 水 性 高 聚 物 ,然后 再 连接 上 季 胺 基 团 或 磷酸 基 团 , 制 得 粒度 单 分 散 的 具有 大 和 孔 结 构 和 
中 等 交换 容量 的 阴阳 离子 交换 剂 (Mono Q 和 Mono S), 该 系列 填料 对 于 活性 生物 大 分 子 的 分 
离 纯 化 ,在 柱 效 , 分 离 度 、 问 收 率 、 负 载 量 以 及 穿 透 性 方面 所 表现 出 的 优异 性 能 ,使 其 得 到 了 广 
ie RR, 

_ 以 亲 水 性 高 聚 物 凝 胶 为 基质 的 IEC 填料 ,如 TSK gel DEAE ~ 5PW,SP — 5PW,CM — 
5PW 等 ,是 目前 应 用 最 为 广泛 的 产品 必 ~ 久 。 它 们 都 是 在 原 有 亲 水 性 凝 胶 过 滤 色 谱 填 料 (TSK 
gel PW ) 的 基础 上 发 展 起 来 的 。 这 种 大 孔径 ,小 粒度 ,中 等 交换 容量 的 树脂 作为 高 效 柱 填料 ,对 
于 和 蛋白质、 胸 类 ,核酸 等 活性 生化 样品 均 表 现 了 良好 的 分 离 作用 。 图 10 -6 和 图 10—7 表示 
TSK gel DEAE —5PW 和 SP 一 5PW 填充 柱 分 别 对 于 核酸 (E. Coli RNA) 和 多 肽 混合 物 ( 激 素 ) 
的 分 离 。 


表 10-2 部 分 常见 的 高 分 子 类 型 高 效 离子 交换 色谱 填料 


名 称 基 m 官能 基 团 ”粒度 ,um 孔径 ,nm 应 用 

Mono Q PS—DVB —NMeft 10 80 分 离 纯化 蛋白 质 等 

Mono S PS 一 DVB 一 SO 了 10 80 分 离 纯化 蛋白 质 等 

TSK gel SP 一 5PW 亲 水 性 高 聚 物 SP 10 100 分 离 蛋 白质 、 肽 .核酸 等 

TSK gel DEAE-5PW 亲 水 性 高 聚 物 DEAE 10 100 分 离 蛋 白质 、 肽 .核酸 等 

TSK gel CM -5PW 亲 水 性 高 聚 物 CM 10 100 分 离 蛋 白质 . 肽 、 核 酸 等 

TSK gel DEAE-NPR  SUKTERUR TI DEAE 2.5 非 多 孔 — HURAPBURELR ERES 
TSK gel SP —-NPR 3UKTERR T7 SP 2.5 非 多 孔 ”快速 分 离 蛋 白质 、 核 酸 等 

_TSK gel SCX PS—DVB 一 SO 了 10 分 离 氨 基 酸 、 碱 基 . 有 机 酸 、 糖 类 
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续 表 


名 称 基 质 官能 基 团 粒度 ,pm ”和 孔径 ,nm 应 用 
TSK gel SAX PS-DVB —NR£ 10 - 分 离 氨基 酸 、 碱 基 . 有 机 酸 ,. 精 类 
Macrosphere/R DEAE HEMA 共聚 物 DEAE 10 35 分 离 蛋 白质 等 
Macrosphere/R QAE HEMA 3X 9j QAE 10 35 分 离 蛋 白质 等 
Macrosphere/R CM HEMA 3t XE 9j CM 10 35 分 离 蛋 白质 等 
Macrosphere/R SB HEMA 1t £j SB 10 35 分 离 蛋白 质 等 
Bio - Gel MA7P EE PEI 7 非 多 孔 。 快速 分 离 蛋 白质 、 肽 .核酸 等 
Bio - Gel MA7C 高 事物 CM 7 ESI 快速 分 离 蛋 白质 有、 核酸 等 
Bio -Gel MA7S 高 事物 SP 7 非 多 和 孔 。 快速 分 离 蛋 白质 、 肽 .核酸 等 
Bio -Gel MA7Q 高 聚 物 一 NR 了 7 ESI ”快速 分 离 蛋白 质 、 肽 .核酸 等 
PL -SAX PS-DVB —NR£  ' 8,10 100.400 “分 离 蛋 白质 等 
PL -SCX PS -DVB —SOs 8,10 100.400 “分 离 蛋白 质 等 
Hydrophase PEI 高 聚 物 PEI 10 50 分 离 蛋 白质 等 
Hydrophase CM2 ”高 事物 CM 10 50 分 离 蛋 白质 等 
Hitachi Gel 3011 - N PS - DVB -NR£É 10715 TRER, AIR EDS AS 
Hitachi Gel 3011 - S PS - DVB - SOs 10~15 分 离 核酸 碱 基 .氨基 酸 等 
Hitachi Gel 3015 - C PS - DVB -COOH  10—15 ` 分 离 胺 类 等 
BIO - 10 PS - DVB 一 SO 了 5 分 离 酸性 肽 类 等 
BIO - 20 PS -DVB —SO;g 5 分 离 碱 性 肽 类 
Benson BA - X PS-DVB — NEY 7~10 分 离 氮 基 酸 、 糖 类 等 
Benson BC -X PS - DVB -S07 7~10 分 离 氨基 酸 、 肽 类 等 
Benson BCOOH 聚 丙烯 酸 酯 类 -COOH 7-10 分 离 蛋 白质 .药物 等 
Aminex HPX87 系列 PS - DVB 阳离子 型 9 分 离 糖 类 、 有 机 酸 、 醇 类 等 
Aminex HPX42 系列 PS-DVB 阳离子 型 9 TARNE 

16SrRNA 


高 分 子 量 杂质 


23SrRNA 


ASrRNA 


0 15 30 45 60 
时 间 ,min 时 间 ,min 
图 10-6 E.coli RNA B TEC 分 离 图 10-7 激素 类 型 多 肽 的 TEC 分 离 
分 离 柱 :TSK gel DEAE - 5PW (75mm X 7. 5mm); 分 离 柱 :TSK gel SP - 5PW(75mmX 7. 5mm); 
淋 洗 液 A0. 1mol/L Tirs- HCl 4-0. 3mol/L NaCl 淋 洗 液 A0. 02mol/L, BERRSE / ZLAB (70/300 (pH3. 0); 
(pH7. 6); 淋 洗 液 B;0. oómol/L, BEEiE/ ZAS (70/30) (pH3. 0); 
淋 洗 液 B:0. 1mol/L Tirs - HCl 4- 1mol/L NaCl (pH7. 6); 梯度 :线性 A— BCOmin) ; 流速 :1. Oml/min; 
梯度 ;线性 A 一 B(300min); 流速 :1. 0ml/min; 检测 ;UV220nm ; 
检测 ;UV260nm; 样品 :1 一 催产 肽 ;2 一 脑 啡 肽 ;3 一 TRH; 4 一 a -内 啡 肽 ; 


5 一 LHRH; 6 一- 神经 降 压 素 ; 7 一 a - MSH; 
8 一 血管 紧张 肽 L ;9 一 P 物质 ; 10- 一 B- 内 啡 肽 
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一 种 以 高 聚 物 为 基质 的 阴离子 交换 复合 树脂 已 在 我 国 研 制 成 功 5" ,这 种 粒度 为 10pm 左 
右 、 交 换 容量 为 0. 25ml/g 的 树脂 作为 高 效 柱 填料 ,在 柱 效 、. 选 择 性 .分离 度 、 穿 透 性 .回收 率 以 
及 流速 适应 范围 等 方面 也 均 表 现 出 了 优异 的 特征 ,对 于 蛋白 质 、 多 肽 以 及 基因 工程 药物 等 均 有 
良好 的 分 离 作用 。 图 10 - 8 表示 一 些 蛋白 质 混合 样品 在 该 复合 树脂 填充 柱 上 的 分 离 。 


6 


2 4 6 8 s 1€ —1 19 5 
时 间 , min 时 间 ,min 
图 10-8 阴离子 交换 复合 树脂 对 蛋白 质 的 分 离 
分 离 柱 :阴离子 交换 复合 树脂 填料 (100mm X 8mm) 
HAR A:25mmol/L Tris - HCI(pH8. 0) 
淋 洗 液 B;A 十 lmol/L NaCI(pH8. 0) 
梯度 :线性 A— B(ClOmin) 流速 : (221. 5ml/min, (b)1. Oml/min 
检测 :UV280nm 
样品 :(a) 1— ER BRETNE ; 2 一 卵 清 蛋白 ; 3 一 牛 血清 蛋白 ; 4,5 一 细胞 色素 C 
(b) 1 一 肌 红 蛋白 ; 2 一 胰岛素 ; 3 纤维 蛋白 原 ;4 一 牛 血清 蛋白 ， 
5 一 肌 酸 激酶 - BB; 6,7 一 细胞 色素 C; 8 一 溶菌 酶 


近年 来 , 非 多 孔 结 构 类 型 填料 的 开发 与 应 用 在 离子 交换 色谱 中 表现 得 更 为 突出 .高 分 子 类 
型 非 多 孔 的 IEC 填料 主要 包括 有 亲 水 性 高 聚 物 基质 的 "中, 交 联 聚 蔡 乙烯 基质 的 ”下 \ 交 联 
琼脂 糖 基质 的 5 等 。 目 前 已 出 现 了 许多 包括 分 析 柱 和 制备 柱 在 内 的 商品 。 用 作 高 效 分 离 柱 的 
非 多 孔 型 填料 ,一 般 粒 度 只 有 几 个 微米 ,颗粒 小 而 均匀 ,刚性 良好 ,色谱 穿 透 性 强 ,流速 适应 范 
围 宽 . 由 于 非 多 孔 结 构 可 以 有 效 地 和 避免 溶质 在 固定 相 内 部 的 吸附 与 扩散 ,所 以 对 于 改善 色谱 柱 
效 , 提 高 样品 回收 率 以 及 保持 大 分 子 溶质 的 生物 活性 都 是 很 有 利 的 .这 类 填料 普遍 有 很 高 的 柱 
效 , 分 离 度 和 样品 回收 率 , 尤 其 适合 于 快速 地 分 离 活 性 生物 大 分 子 .例如 ,在 非 多 和 孔 型 交 联 琼脂 
糖 基质 的 IEC 柱 上 ,使 用 快速 淋 洗 可 使 一 些 蛋 白质 混合 样品 得 到 满意 的 分 离 ( 见 图 10 -~ 9009, 
在 TSK gel DEAE - NPR 柱 上 分 离 DNA 的 碎片 如 图 10 - 10 所 示 , 样 品 是 pBR322 - DNA - 
Hae 下 的 水 解 物 , 它 包含 有 7 一 587 个 碱 基 对 的 22 个 碎片 。 当 然 非 多 孔 型 填料 的 样品 负载 量 都 
比较 低 , 但 它 的 优越 性 却 十 分 显著 ,尤其 在 微量 技术 和 六 量 分 析 方 面 将 会 有 广阔 的 发 展 前 景 。 
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图 10-9 非 老 筷 型 TEC 填料 对 蛋白 质 的 分 离 

分 离 柱 : 非 多 孔 琼脂 糖 基质 IEC 填料 (62mm X 6mm) 

淋 洗 液 A :0. 01Imol/L Tris CHCI(pH8. 5) 

淋 洗 液 B:A 十 0. 2mol/L 醋酸 钠 (pHB3.5) 

梯度 :线性 A 一 B 体积 10m1; 流速 :ml/min 

检测 :UV280nm 

样品 ,1 一 肌 红 和 蛋白，2 一 血红 蛋白 ，3 一 - 铁 传递 蛋白 ; 
4 一 卵 清 蛋 白 ，5 一 牛 血清 蛋白 ;6 一 洛 红 素 


0 5 


时 间 ,min 
图 10-10 非 多 孔 型 IEC 填料 对 核酸 碎片 的 分 另 
分 离 柱 ;TSK gel DEAE — NPR (35mm X 4. 6mm) 
淋 洗 液 A.20mmol/L Tris -HCI(pH9. 0) 
淋 洗 液 B:A 十 lmol/L NaCI(H9. 0) 
梯度 ;线性 25% 一 45%B(0, Imin)— 5094 B(2. 9min) 一 100%B (57min) 
流速 ;1. 5ml/min; 检测 :UV260nm 


二 、 高 效 离子 色谱 填料 

离子 色谱 (Ion Chromatography，IC ) 方 法 出 现 于 70 年 代 中 期 , 现 已 形成 一 个 独立 的 色谱 
分 支 ,该 方法 的 建立 与 发 展 主要 依赖 于 高 灵敏 电导 检测 器 的 应 用 、 高 柱 效 低 交 换 容量 分 离 柱 填 
料 的 产生 以 及 消除 淋 洗 背景 离子 干扰 技术 的 进步 。 由 于 IC 方法 能 够 快速 灵敏 地 测定 各 种 痕 量 
的 阴阳 离子 型 物质 ,解决 了 离子 交换 色谱 以 及 其 它 方法 所 不 能 解决 的 分 析 检 测 问题 ,因而 在 环 
境 部 门 .生产 部 门 ( 如 能 产 .资源 .材料 ,水质 . 食 品 . 医 药 . 农 业 等 ) 以 及 包括 生命 科学 在 内 的 许 
多 基础 研究 领域 中 得 到 极其 广泛 的 应 用 "3。 到 80 年 代 , 离 子 色 谱 的 发 展 速度 甚至 超过 了 
HPLC 技术 的 其 它 各 个 分 支 。 l 
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常见 的 离子 色谱 一 般 有 单 柱 系统 “和 双 柱 系统 5 之 分 。 前 者 是 将 分 离 柱 直接 与 检测 器 连 
接 , 后 者 则 是 在 分 离 柱 与 检测 器 之 间 连 接 一 个 用 以 消除 本 底 电导 的 抑制 系统 早期 的 抑制 系统 
党 使 用 一 根 具 有 相反 离子 交换 作用 的 高 交换 容量 的 填充 性 ,后 来 逐渐 发 展 成 可 以 自动 再 生 的 
纤维 抑制 柱 和 薄膜 抑制 柱 。 . 

在 双 柱 IC 方法 中 ,所 使 用 的 填料 当 首 推 Dionex 的 AS 系列 (阴离子 分 析 柱 ) 和 CS 系列 
《阳离子 分 析 柱 )。 它 们 都 是 以 交 联 聚 葵 乙 烯 为 基质 的 具有 薄 壳 结构 的 离子 交换 剂 。 以 阴离子 
分 离 柱 填料 为 例 , 它 是 借助 于 阴阳 离子 之 间 的 库 仓 引力 ,将 季 腕 化 的 交 联 聚 葵 乙烯 胶乳 附 聚 在 
表面 被 磺 化 了 的 交 联 系 葵 乙烯 基质 微 球 上 ,形成 一 种 薄 壳 结构 的 阴离子 交换 附 聚 树脂 .这 种 填 
料 具有 优异 的 色谱 性 能 ,如 图 10 - 11 所 示 , 在 适当 的 淋 洗 条 件 下 ,可 使 36 种 无 机 和 有 机 的 阴 
BT EU LED AA A HU, 


图 10-11 无 机 与 有 机 阴离子 在 离子 色谱 上 的 分 离 

分 离 柱 :Dionex HPIC - AS5A 梯度 :线性 100%AC(5min)->30%B(10min)->86%B(20min) 

淋 洗 液 A ;0. 75mmol/L NaOH 流速 :1. 0ml/min 检测 :电导 

WAWR B:100mmol/L NaOH 
样品 :1--F-，2 一 -羟基 于 酸 ;，3-- 乙 酸根 ; 4- HEURES TRR: 6 -葡萄 糖 酸根 ; 7 一 a -羟基 戊 酸根 ; 8 一 甲酸 根 ; 
9 一 友 酸 根 ; 10-- 丙酮 酸根 ; 11 一 氨 乙 酸根 ; 12 一 BrO3- ;13 一 CI- ，14-- 半 乳糖 醛 酸根 ， 15— NO; 16 一 葡萄 糖 醛 酸根 ; 

17 一 二 氧 乙 酸根 ; 18 一 三 气 乙 酸根 ; 19 一 亚 磷 酸根 ;20- 一 亚 硒 酸根 ; 21 一 Br- ; 22— NO; 23--SO,7^ ; 

24 一 草酸 根 ; 25 一 硒 酸 根 ; 26 一 a - 氧 代 戊 二 酸根 ;27 一 反 丁 烯 二 酸根 ;28 一 邻 蘑 二 甲酸 根 ， 29 一 草 乙酸 根 ; 

30—PO43- , 31—As04*^ ; 32—CrO4^- , 33 一 柠 模 酸根 ;34 一 异 柠檬 酸根 ;35 一 顺 乌 头 酸 根 ，36 一 反 乌 头 酸根 


单 柱 IC 方法 所 使 用 的 柱 填料 一 般 都 是 低 交 换 容量 的 多 了 筷 性 离子 交换 剂 . 早 期 的 单 柱 离子 
色谱 填料 就 是 用 多 孔 树 脂 XAD 经 浅 度 离子 化 而 制 得 的 ,目前 较为 广泛 应 用 的 填料 如 TSKgel 
IC - Anion - PW 和 TSK gel - IC -Cation， 其 交换 容量 分 别 为 30 土 3peq/ml 和 12 十 3peq/ml。 

IC 方法 作为 一 种 痕 量 分 析 技 术 ,成 功 的 解决 了 长 期 以 来 在 分 析 化 学 上 视 为 重大 难题 的 痕 
量 阴离子 的 分 析 检 测 问题 . 随 着 柱 填 料 的 发 展 和 检测 技术 的 进步 (包括 其 它 高 灵敏 度 检 测 器 的 
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应 用 ) ,IC 方法 已 不 仅仅 限于 测定 一 些 常见 的 阴阳 离子 型 物质 ,从 分 析 对 象 来 看 ,已 步 入 生化 
领域 ,例如 用 于 分 析 氨 基 酸 有 机 酸 . 有 机 胺 、 核 苷 、 核 苷 酸 、 碱 基 ,. 单 糖 . 寡 糖 等 , 均 有 特色 ;从 分 
析 方 法 来 看 ,又 派生 出 了 离子 排除 色谱 和 流动 相 离子 色谱 等 新 的 分 支 。 

近年 来 我 国 的 离子 色谱 技术 及 其 相应 的 填料 也 得 到 了 发 展 ”””。 例 如 Sinopak -L - 
01A 填料 用 于 痕 量 阴离子 分 析 具 有 其 为 良好 的 性 能 。 前 面 所 述 的 阴离子 交换 复合 树脂 ,其 
中 等 交换 容量 的 产品 可 用 作 蛋 白质 的 IEC 分 离 , 低 交换 容量 的 产品 可 用 作 糖 类 分 析 的 IC 填 


第 七 节 ”高 分 子 类 型 空间 排除 HPLC 填料 


空间 排除 色谱 (Size Exclusion Chromatography ,SEC) 方 法 ,通常 是 一 种 对 十分 子 量 大 于 
2000 的 物质 按 其 分 子 尺 寸 大 小 进行 分 离 的 技术 。 作 为 HPLC 技术 的 一 个 重要 分 支 ,SRC 方法 
最 广泛 的 用 途 是 测定 合成 聚合 物 的 分 子 量 分 布 ;对 于 某 些 大 分 子 样品 如 蛋白 质 、 核 酸 等 ,也 是 
一 种 很 有 效 的 分 离 纯 化 手段 。SEC 方法 能 简便 快速 地 分 离 那 些 样品 组 分 中 分 子 量 相差 较 大 的 
简单 混合 物 。 它 非常 适合 于 未 知 样品 的 初步 探索 分 高 ， 无 需 进行 复杂 实验 就 能 获得 样品 组 成 分 
布 方面 较为 全 面 的 概况 。 

SEC 方法 按 其 淋 洗 体 系 通常 分 为 两 大 类 , 即 水 相 SEC( 也 称 凝 胶 过 滤 色 谱 ) 和 有 机 相 SEC 
(也 称 凝 胶 渗 透 色谱 ) ,两 种 方法 的 分 离 原理 虽然 是 相同 的 ,但 柱 填料 及 其 分 离 对 象 和 使 用 技术 
完全 不 同 。 

— SEC 填料 的 一 般 特征 与 色谱 指标 

在 SEC 方法 中 , 柱 填料 的 性 质 必须 与 溶质 和 淋 洗 体系 相 匹 配 。 和 欲 分 离 的 高 分 子 桂 品 可 能 
是 油 溶性 的 ,也 可 能 是 水 溶性 的 ,前 者 只 能 在 有 机 相 体系 中 分 离 , 后 者 只 能 在 水 相 体 系 中 分 离 ， 
填料 必须 能 被 淋 洗 剂 所 浸润 。SEC 方法 要 求 填料 与 试 样 尽 可 能 不 发 生 任 何 基 团 之 癌 的 相互 作 
用 , 即 在 色谱 过 程 中 应 尽 可 能 避免 非 宝 间 排 除 效 应 (如 吸附 、 离 子 交 换 、 分 配 等 相互 作用 ) 的 影 
响 , 而 是 完全 按照 分 子 尺 寸 大 小 进行 分 离 .填料 的 多 孔 结 构 是 SEC 方法 赖 以 建立 的 基础 。 有关 
填料 的 孔 结构 参数 (如 孔 度 、 孔 径 、 孔 径 分 布 以 及 和 孔 结 构 形 态 等 ) 对 于 SEC 技术 来 说 尤为 重要 。 

一 种 高 效 的 SEC 填料 , 它 的 化 学 结构 应 当 能 很 好 地 适应 欲 分 离 对 象 和 淋 洗 体系 ,并 能 有 
效 地 避免 非 空间 排除 现象 的 发 生 ; 它 的 物理 结构 除了 具备 均匀 而 合适 的 颗粒 度 外 ,还 需要 有 光 
洁 的 表面 (包括 孔 壁 表面 )、. 规 整 而 通畅 的 孔 结构 形态 、 较 大 的 孔 度 以 及 适当 的 孔径 大 小 与 分 
布 。 

SEC 填料 的 色谱 表征 ,除了 前 面 所 述 的 柱 效 .选择 性 .分 离 度 、 穿 透 性 等 参数 以 外 ,还 需 满 
足 如 下 三 项 色谱 指标 要 求 。 

3. 排除 极限 

表示 填料 可 以 用 来 分 离 高 分 子 物质 的 最 大 限度 、 超 过 这 个 限度 溶质 就 会 在 填料 的 粒 际 闻 
穿 过 而 没有 分 离 效 果 。 排 除 极限 主要 取 快 于 填料 最 大 的 有 效 和 孔径 。 

2. 分 离 范围 

表示 填料 可 以 分 离 高 分 子 物质 的 分 子 量 范围 . 它 一 般 指 分 离 柱 的 分 子 量 - 淋 洗 体积 校正 曲 
线 的 线性 部 分 。 分子量 高 于 和 低 于 这 个 范围 的 溶质 分 别 被 排除 和 渗透 , 均 没 有 分 离 效 果 , 分 离 
范围 主要 取决 于 填料 有 效 孔 的 分 布 范围 。 对 于 高 分 子 类 型 SEC 填料 ,分 离 范围 通常 以 相差 2 
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个 数量 级 的 分 子 量 为 宜 。 

s. 固 流 相 比 

指 填料 的 有 效 孔 内 体积 与 填料 的 颗粒 间隙 体 积 之 比值 . 它 反 映 了 色谱 柱 的 分 离 容 量 ,其 什 
越 大 越 好 。 在 紧密 填充 的 条 件 下 , 固 流 相 比 主要 与 填料 的 孔 度 有 关 。 

以 上 所 述 ,既是 填料 在 制备 过 程 中 的 主要 研究 内 容 , 也 是 填料 在 应 用 过 程 中 的 重要 参考 依 
据 。 ~ 

二 、 高 效 凝 胶 渗 透 色 谱 填 料 

EE ES S (Hf (Gel Permeation Chromatography,GPC) 方 法 ,通常 都 是 在 用 机 溶剂 (如 
THF) 淋 洗 体 系 中 进行 ,与 之 相 匹配 的 填料 是 疏水 性 的 ,其 分 离 对 象 一 般 是 油 溶性 的 高 分 子 物 
质 。 

高 分 子 类 型 GPC 填料 目前 基本 上 还 是 以 交 联 共聚 的 荣 乙烯 -二 乙烯 茜 多 孔 微 球 为 主 。 这 
类 填料 的 孔径 大 小 与 孔 的 形态 因 其 致 孔 方 法 不 同 而 异 。 单 纯 由 交 联 网 络 所 决定 的 孔 一 般 都 是 
均匀 的 微 孔 ,这 种 结构 均匀 的 产品 呈 透 明 状 ;结构 半 均 匀 的 填料 是 使 用 良 溶剂 致 孔 而 聚合 的 ， 
产品 旦 半 透 明 状 ,排除 极限 可 达 5X10 聚 茶 乙 烯 分 子 量 ; 结 构 非 均 匀 的 填料 通常 是 用 非 良 溶 
剂 致 孔 的 ,由 于 聚合 反应 一 开始 就 产生 相 分 离 ,形成 了 由 交 联 聚合 体 小 颗粒 堆积 而 成 的 大 孔 ， 
产品 呈 乳 白色 ,排除 极限 可 高 达 107 REZE TC, 


K 10-12 GPC 分 离 柱 的 分 子 量 - 淋 洗 体积 
校正 曲线 
分 离 柱 :TSK gel HXL (300mm X 7. 8mm) 
淋 洗 液 :THF; 流速 :1. 0ml/min 
检测 :RI; Em: RO CS 


ATEGURMEC 


淋 尝 体积 ， ml 


研究 表明 和, 在 GPC 中 溶质 的 传 质 阻 力 与 高 分 子 填料 颗粒 内 部 无 规 分 布 的 位 又 和 复杂 
的 孔 结构 密 切 相 关 。 由 于 填料 颗粒 内 部 高 聚 物 超 微 结 构 粒 子 堆积 的 不 均匀 性 而 使 多 孔 骨 架 弯 
曲 所 产生 的 障碍 作用 ,将 是 影响 色谱 行为 的 主要 因素 ,所 以 致 孔 技术 是 合成 凝 胶 色 谱 填 料 至 关 
重要 的 研究 内 容 。 . 

AE BK EAS: Coe E 3L CER JE a RU GPC 填料 已 有 许多 商业 化 产品 ,如 — Spherogel 系 
列 ,Shodex GPC - A,- H,-KF 系列 ,PL -Gel 系列 .TSK gel -H,-HXL 系列 ,Styragel 系列 、 
HSG 系列 等 等 。 这 些 填料 大 都 是 100m 左右 粒度 均匀 的 微 球 ;颗粒 机 械 强 度 良 好 ,可 以 在 较 高 
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流速 和 压力 下 使 用 ;它们 一 般 都 有 每 米 塔 板 数 上 万 甚至 数 万 的 柱 效 。 图 10 - 12 给 出 了 TSK 
gel HXL 系列 填料 对 于 聚 葵 乙 烯 标 样 的 分 子 量 - 淋 洗 体积 校正 曲线 。 从 曲线 可 以 得 到 不 同 孔 径 
尺寸 GPC 填料 的 排除 极限 .分离 范围 和 固 流 相 比 。 交 联 聚 葵 乙 烯 的 GPC 填料 大 都 可 以 用 来 分 
离合 成 的 高 聚 物 、. 齐 聚 物 ,也 可 用 于 较 小 分 子 量 的 物质 ,例如 较 小 孔径 的 TSK gel G1000HXL. 
HETESTE 92— 391 fA 452: — PREAS RAFE ERE P3039. EE BIST 
高 效 凝 胶 过 滤 色谱 填料 

ENG Gel Filtration Chromatography,GFC) 方 法 是 在 水 相 淋 洗 体 系 中 ,对 于 水 
溶性 大 分 子 化 合 物 按 其 分 子 尺寸 大 小 进行 分 离 的 一 种 HPLC 技术 。 

.水 溶性 物质 尤其 是 高 分 子 量 水 溶性 化 合 物 的 分 离 ,在 生命 科学 和 材料 科学 的 发 展 中 具有 
极其 重要 的 意义 。 虽 然 前 面 所 介绍 的 几 种 HPLC 技术 对 于 此 类 问题 的 解决 都 是 有 特色 的 ,但 
是 在 溶质 分 子 量 相 差 较 大 的 情况 下 ,GFC 方法 仍 是 目前 最 简便 的 一 种 分 离 手 段 , 尤 其 被 广泛 
用 于 初级 分 离 。 


图 10-13 "BEC ILU IgA 的 GFC 分 离 
. 分离 柱 :Superose 6 (300mm X 10mm) 
淋 洗 液 :0. 05mol/L 磷酸 盐 十 0. 15mol/L NaCl (pH2. 0) 
流速 :0. 2ml/min; 检测 :UV280nm 
样品 ,1 一 IgA 高 聚 笨 ;2 一 IgA ORIK; 3 一 IgA 单 体 
4 一 IgG; 5 一 白 蛋 白 


1 
时 间 ,h 


* 


常见 的 普通 GFC 分 离 介质 基本 上 都 是 以 有 机 高 分 子 为 基质 的 亲 水 性 软 凝 胶 , 如 葡 聚 糖 凝 
胶 、 琼 脂 糖 凝 胶 、 育 丙烯 酰胺 凝 胶 等 。 这 些 软 质 凝 胶 虽然 目前 仍 被 广泛 用 作 生化 物质 的 层 析 介 
质 ,但 是 它们 不 能 经 受 压力 ,难以 实现 高 效 快速 分 离 。 

70 年 代 中 期 以 来 ,高 效 GFC 得 到 了 迅速 发 展 。 随 着 合成 技术 的 进步 ,以 有 机 高 分 子 为 基 
质 的 高 效 GFC 填料 相继 出 现 。 例如 含有 亲 水 性 基 团 的 甲 基 丙 烯 酸 类 共聚 物 树脂 "一 、 交 联 聚 
乙烯 醇 类 树脂 " "被 亲 水 性 基 团 衍生 的 或 者 有 亲 水 性 单 体 参 与 共聚 的 交 联 聚 芋 乙 烯 类 树 
脂 呈 "羟基 化 的 育 配 树脂 ”中 以 及 高 交 联 的 琼脂 糖 树脂 ”3 等 等 。 表 10 - 3 列 出 了 一 些 常 
见 高 分 子 类 型 的 高 效 GFC 填料 。 这 些 填 料 一 般 都 具有 良好 的 亲 水 性 ,它们 的 颗粒 均匀 , 耐 压 性 
FR ,孔径 尺寸 以 及 由 孔径 分 布 所 决定 的 溶质 分 子 量 分 离 范围 均 较 适 宜 , 所 以 被 广泛 用 于 生物 
大 分 子 和 合成 水 溶性 高 分 子 的 分 离 。 
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表 10 -3 部 分 常见 的 高 分 子 类 型 高 效 凝 胶 过 滤 色 谱 填 料 


名 称 基质 材料 粒度 ,pm 排除 极限 或 分 高 范围 
Superose 6 高 交 联 琼脂 糖 10,13 5000,55 105 GE E1 ED 
Superose 12 高 交 联 琼脂 糖 10,13 «3. 3X 105 (EHM) 

OHpak Q - 801 LA I:! 10 700(PEG) ,1800( 多 糖 ) 
OHpak Q - 802 X CARE 10 1500(PEG),5000( WD — 
OHpak B - 803 GMA 共聚 物 10 2X10*(PEG),1XxX105 C£ WD 
OHpak B - 804 GMA 共聚 物 10 2X105(PEG),5X105( 多 糖 ) 
OHpak B - 805 GMA 共聚 物 10 2X10*CPEG),5X 105 C£ WD 
OHpak B - 806 GMA Jt fj 10 1X10' (PEG),2. 5x 10' C WD 
lonpak S - 801 WE PS -DVB 10~15 1000( 多 糖 ) 

lonpak S - 802 Wik PS -DVB 10~15 10000 C MID 

lonpak S - 803 Wk PS -DVB 10~15 5X10 C£ Wo 

lonpak S - 804 WHE PS - DVB 10~15 5X105( 多 糖 ) 

lonpak S - 805 WE PS-DVB 10—15 5x105C& D 

lonpak S - 806 磺 化 PS -DVB 10—15 5X107( 多 糖 ) 

Spheron P40 HEMA 共聚 物 2Xx10*—6x10!C& sb» 
Spheron P100 HEMA +R Y 7X10*—2.5X105 CZ HD 
Spheron P300 HEMA 共聚 物 2.6X105—7X105 C MID 
Spheron P1000 HEMA 共聚 物 8X105 一 7X106( 多 糖 ) 
Spheron P10000 HEMA 共聚 物 «105 Chit D 

TSK gel G2000PW 亲 水 性 高 聚 物 10 100~5000(PEG) 

TSK gel G3000PW 亲 水 性 高 聚 物 13,6 1000X 10*(PEG) 

TSK gel G4000PW 亲 水 性 高 聚 物 13.10 2000—3X105CPEG) 

TSK gel G5000PW 亲 水 性 高 聚 物 17.10 4000—1*X10*(PEG) 

TSK gel G6000PW 亲 水 性 高 聚 物 17.13 4X10*—8X 105(PEG) 

TSK gel Oligo PW 亲 水 性 高 聚 物 6 100~5000(PEG) 

TSK gel GMPW 亲 水 性 高 聚 物 17.13 100—8X10*(PEG) 

TSK gel DNA - PW 亲 水 性 高 聚 物 10 4X10*—8X 105CPEG) 


图 10-14 质粒 pBR322 的 限制 性 内 切 醇 EcoRI 
及 BstNI B 774285 GFC 分 离 
分 离 柱 :TSK gel G- DNA -PW (300mmX7. 8mm X 4); 
淋 洗 液 :0. 1mol/L Tris - HCI(pHT7. 5)4-0. 3mol/L NaCl 4- 
1mmol/L EDTA; 
流速 :0. 15ml /min; 检测 :UV260nm 


GFC 填料 一 般 都 含有 诸如 产 基 一 类 亲 水 性 基 团 ,大 和 孔 高 交 联 的 琼脂 糖 凝 胶 (Superose) 就 

是 典型 的 多 羟基 高 分 子 , 它 保持 了 一 定 程 度 天 然 亲 水 性 材料 的 特性 ,对 生化 物质 有 良好 的 适应 

性 ,很 有 利于 分 离 活 性 生物 大 分 子 ( 如 图 10 - 13) 。 在 合成 的 亲 水 性 高 聚 物 凝 胶 中 ,TSK gel 
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PW 产品 颇 有 代表 性 。 它 主要 包含 有 一 CH:CHOHCH:O 一 链 段 ,可 以 认为 是 一 种 羟基 化 的 聚 
BE. 这 类 凝 胶 作 为 高 效 GFC 填料 对 于 水 溶性 高 分 子 具有 良好 的 分 离 性 能 ,图 10-14 给 出 了 一 
个 分 离 的 例子 。 如 前 所 述 ,TSKgel PW 作为 优良 的 基质 材料 ,已 在 高 效 的 RPC HIC IEC 等 分 
支 技术 中 得 到 极其 广泛 的 应 用 。 


BAP ”高 分 子 类 型 高 效 亲 和 色谱 填料 


亲 和 色 谱 (Affinity Chromatography，AEFC) 作 为 滚 相 色谱 的 一 个 重要 分 支 , 对 于 生物 大 
分 子 的 分 离 纯化 是 有 特殊 意义 的 。 如 果 说 前 面 所 介绍 的 儿 种 色谱 方法 都 是 通用 性 分 离 技术 的 
话 ,那么 AFC 方法 则 基本 上 是 属于 专 一 性 的 ,前 者 是 根据 溶质 分 子 之 间 在 物理 化 学 性 质 方面 
的 差异 所 建立 的 分 离 方法 ,后 者 则 利用 了 生物 分 子 之 间 特 异性 相互 作用 而 实现 分 离 的 .这 种 特 
异性 相互 作用 是 活性 生物 大 分 子 图 有 的 特征 ,例如 酶 能 与 底 物 , 换 制 物 ,辅酶 等 结合 ,抗体 能 与 
互补 的 抗原 相 结合 ,凝集 素 能 与 细胞 的 表面 抗原 以 及 某 些 糖 类 相 结合 ,激素 能 与 蛋白 及 细胞 爱 
体形 成 复合 物 ,基因 可 与 核酸 和 阻 遏 蛋白 相互 作用 等 等 .所 以 ,原则 上 讲 , 如 果 在 固 相 载体 上 连 
接 一 种 具有 生物 特异 性 的 配 基 , 就 可 以 建立 一 种 亲 和 色 谱 方法 ,用 于 分 离 与 配 基 相 对 应 的 物 
质 。 

亲 和 色 谱 的 显著 特点 是 ,具有 其 它 分 离 技 术 所 不 能 比拟 的 高 选择 性 ,而 且 能 有 效 地 保持 生 
物 大 分 子 高 级 结构 的 稳定 性 ,活性 样品 的 回收 率 也 比较 高 ,所 以 这 种 技术 用 于 纯化 酶 ,抗体 、 核 
酸 、 辅 助 因 子 和 各 种 能 识别 .贮存 和 运载 具有 生化 和 药理 作用 物质 的 蛋白 质 , 用 于 分 离 纯化 细 
胞 .细胞 器 和 病毒 之 类 超 分 子 结构 的 物质 ,用 于 浓缩 和 分 离 稀 溶液 中 的 和 蛋白质, 用 于 生物 样品 
解 离 常 数 和 平衡 常数 的 以 及 动力 学 序列 和 结合 机 制 的 研究 等 ,都 是 很 有 意义 的 " 


$*10-4 部 分 常见 的 高 分 子 类 型 高 效 亲 合 色 谱 填 料 


名 称 基 质 配 3 粒度 ,pm 主要 应 用 
Affi - Prep 10 高 聚 物 HERM 50 分 离 伯 氨基 偶合 物 等 
Bio - Gel Protein A EUR 蛋白 A 50 分 离 纯化 抗体 等 
Affi ~ Prep Prot. A mx 蛋白 A 40~60 “分离 纯化 免疫 球 蛋 白 等 
PL - AFC Protein A 高 聚 物 蛋白 A 10~25 分 离 纯 化 免疫 球 蛋 白 等 
Shodex AF - PAK ARH Cibacron 蓝 15~20 分 离 纯 化 酶 类 等 
Shodex AF - PAK 高 聚 物 半 刀 豆 球 蛋白 A 15—20 ”分 离 糖 类 等 
TSK gel Chelate - 5PW 亲 水 性 高 聚 物 亚 氨 基 二 乙酸 10 分 离 纯化 蛋白 质 . 酶 类 等 
TSK gel Heparin - 5PW 亲 水 性 高 聚 物 肝素 : 10 ltd dsl NA: INED A 
TSK gel Blue - 5PW 亲 水 性 高 聚 物 Cibacron 蓝 10 纯化 核酸 酶 .细胞 生长 素 等 
TSK gel Boronate - 5PW 亲 水 性 高 聚 物 m- AEREE 10 分 离 糖 蛋白 、. 糖 类 .转移 RNA 等 
TSK ABA - 5PW 亲 水 竹 高 聚 物 P-A 10 aiik E H, NN 


普通 常规 的 AFC HR ARE UL SK E EE e AR RE. DUE . 聚 丙烯 酰胺 等 作为 基质 材料 
的 .这 类 填料 虽然 机 械 强度 差 , 传 质 速率 低 , 但 在 生物 化 学 和 生物 技术 领域 中 仍 被 广泛 采用 .为 
了 满足 快速 高 效 分 离 的 需要 ,近年 来 以 多 孔 硅 胶 和 合成 高 分 子 为 基质 的 高 效 AFC 填料 伴随 整 
个 HPLC 技术 的 进步 而 得 到 迅速 发 展 。 
高 分 子 类 型 高 效 AFC 填料 大 都 是 在 多 孔 性 的 硬 质 凝 胶 诸 如 交 联 育 葵 乙烯 (如 PLRP - S. 
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POROS) 、 交 联系 甲 基 丙 烯 酸 酯 类 (如 Spheron)、 亲 和 性 高 聚 物 ( 如 TSK gel PW) 等 树脂 的 基 
础 上 发 展 起 来 的 9452。 这 类 树脂 普遍 具有 均匀 的 粒度 , 较 大 的 孔径 ,良好 的 刚性 ,广泛 的 
pH 值 适应 性 等 特点 ,对 于 亲 和 色 谱 的 使 用 其 为 适宜 ,而 且 高 分 子 材料 一 般 说 来 对 于 生物 样品 

都 有 较为 良好 的 相 容 性 ,至 于 填料 的 合成 , 相 比 之 下 在 高 分 子 基质 微 球 上 引入 间隔 壁 和 键 合 配 
基 也 是 比较 容易 实现 的 。 


目前 高 分 子 类 型 高 效 AFC 填料 已 得 到 较为 广泛 的 应 用 。 从 使 用 情况 来 看 ,有 些 填料 的 色 


谱 性 能 是 十 分 优异 的 ,例如 使 用 Protein A POROSM JE 7ERE (30mm X 2. 1mm) ,从 Hybridom 
细胞 培养 上 清 液 中 分 离 IgG , 仅 需 80s 就 可 以 获得 满意 的 结果 059。 3€ 10 -4 中 给 出 了 一 些 常见 


的 商品 化 AFC 填料 。 
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第 十 一 章 ”无 机 基质 分 离 介 质 
刘 E 
(中 国 科学 院 化 学 研究 所 ,北京 ,100080) 


在 生物 工程 下 游 技术 中 ,色谱 技术 主要 用 于 目标 产品 的 分 离 纯 化 以 及 质量 检测 和 过 程 分 
Br. 不 同 的 目的 ,有 不 同 的 要 求 。 一般 而 论 , 分 析 分 离 追 求 的 是 高 效 分 离 和 高 灵敏 度 检测 ,而 制 
备 分 离 则 既 要 考虑 分 离 效率 ,也 要 考虑 为 保证 一 定 纯度 的 分 离 所 付出 的 代价 , 即 力争 达到 最 好 
的 性 能 -价格 比 。 

不 同 的 分 离 目 的 需要 不 同 的 分 离 材料 。 生 物 工程 产品 所 需要 的 色谱 固定 相 或 介质 应 当 满 
足下 面 的 条 件 。 

(OD 能 达到 所 需 的 分 离 效率 ; 

(2) 进行 制备 分 离 时 ,应 不 引起 分 离 对 象 的 变性 或 失 活 ;有 较 高 的 回收 率 和 负载 量 ; 

《3) ”化 学 及 机 械 性 质 稳定 ,能 经 受 使 用 、 清 洗 、 再 生 和 消毒 时 的 恶劣 条 件 。 分 析 及 分 离 结 
果 的 重 现 性 要 好 ; 

(4) 成 本 较 低 ,价格 合理 。 

目前 市 售 的 介质 材料 基本 上 可 以 满足 上 述 条 件 , 但 完全 符合 上 述 条 件 的 却 是 为 数 不 很 多 。 

无 机 基质 分 离 介质 以 多 孔 硅 胶 为 基本 材料 ,此 外 还 可 以 用 可 控 孔 径 玻 璃 (CPG :Controlled 
pore glass)、 氧 化 铝 、 氧 化 错 及 羟基 础 灰 石 等 。 将 上 述 无 机 材料 制 成 适宜 应 用 的 球形 或 无 定形 
颗粒 ,经 化 学 键 合 或 涂 层 法 改 性 后 , 制 成 不 同 分 离 模式 的 固定 相 或 介质 ,以 满足 不 同 的 分 离 目 
的 .用 于 生物 工程 产品 分 高 分析 的 介质 ,主要 有 大 孔 反 相 、 亲 水 凝 胶 、 离 子 交换 、 琉 水 作用 以 及 
亲 和 介 质 等 不 同 的 类 型 。 本 文 将 就 不 同 基 质 材料 的 性 质 、 制 法 、 改 性 以 及 不 同类 型 分 离 介 质 的 
现状 及 发 展 , 分 别 加 以 讨论 。 
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第 一 节 ”无 机 基质 


一 、 硅 胶 

1. 硅胶 的 化 学 性 质 

硅胶 (Silica Gel) 的 化 学 成 份 是 二 氧 化 硅 。 硅 属 元 素 周期 表 第 WV 族 元 素 , 原 子 量 为 28. 085， 
外 层 电 子 结 构 为 3s5:3p’ ,可 以 与 氧 . 碳 、 氮 、 氨 及 击 素 等 形成 稳定 的 共 价 键 。 硅 在 自然 界 含 量 丰 
富 , 多 数 以 石英 和 硅 酸 盐 的 形式 存在 。 硅 和 和 氧化 合 而 形成 的 二 氧化 硅 SIO: 非常 稳定 , 它 其 实 是 
分 子 量 巨大 的 无 机 高 分 子 , 砂 子 . 花 岗 岩 的 主 成 份 都 是 SiO:。 用 作 分 离 介 质 的 硅胶 是 人 工 合 成 
的 多 和 孔 二 氧 化 硅 , 它 的 特点 是 其 表面 含有 硅 醇 基 (Silanol groups or surface hydroxyl groups? 


N 
TOH ;这 是 硅胶 可 以 进行 表面 化 学 键 合 或 改 性 的 基础 。 同 时 ,其 多 筷 的 特性 导致 表面 可 


以 存在 大 量 物理 吸附 水 ,这 更 增加 了 反应 的 复杂 性 。 
一 般 认 为 ,硅胶 表面 的 硅 醇 基 ( 或 称 硅 羟 基 ) 可 以 有 3 种 不 同类 型 中 , 即 ; 
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这 3 种 不 同 的 硅 羟 基 中 ,以 自由 硅 羟 基 对 各 种 键 合 反应 最 为 重要 .物理 吸 附 水 因为 与 硅 羟 基 的 
氢 键 作用 而 变 得 非常 稳定 ,这 也 是 将 硅胶 用 作 基 质 时 必须 考虑 的 问题 物理 吸附 水 和 表面 硅 产 
基 可 以 用 红外 光谱 和 热 失重 的 方法 加 以 区 别 和 测量 中 。 当 加 热 至 100C 以 上 时 物理 吸附 水 即 
RE 2 200C 时 硅 羟 基 将 开始 缩合 ,形成 硅 - 氧 - 硅 键 而 放出 水 : 


2 x A 4 
90€. No Osi +H:0 
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N 
2—Si—OH 
Z 
这 一 过 程 可 随 温 度 升 高 而 加 剧 ,至 1200C 基 本 完成 。 一 般 情况 下 , 随 制造 和 保存 方法 的 不 同 ， 
多 孔 硅胶 的 总 含水 量 (包括 物理 吸附 水 、 硅 羟基 ) 约 为 总 重 的 2% 一 10% ,表面 硅 羟 基 的 浓度 最 
大 可 达 8 一 9gpmol/m:。 例 如 ,对 于 300m^/g 的 硅胶 ,这 相当 于 4%w/w 中 的 水 含量 。 
硅胶 表面 的 硅 羟 基 浓 度 , 可 以 用 多 种 方法 测定 ,如 甲 基 锂 法 名 . 重 氢 交 换 后 以 质谱 法 测 
定名 或 用 红外 光谱 法 中 等 。 而 用 氢化 锂 锅 反 应 后 ,以 气相 色谱 法 测定 产生 的 H,, 则 兼 有 方便 和 
准确 的 优点 。 . 
硅胶 的 化 学 性 质 比 较 稳定 ,可 以 耐 受 酸性 介质 的 侵蚀 。 无 定形 硅胶 常温 下 在 纯 水 中 的 平衡 
溶解 度 约 为 10-*, 但 是 , 当 pH 值 升 至 9 以 上 时 ,溶解 度 增 大 ,至 pH10. 7 以 上 时 硅胶 即 会 深 
解 "。 为 安全 计 , 硅 胶 一 般 只 用 于 pH1~8 范围 内 。 
在 硅胶 制备 过 程 中 ,由 原材料 及 设备 产生 的 微量 金属 离子 杂质 常 给 硅胶 成 品 的 化 学 性 质 
. 带 来 意 想不到 的 影响 中 ,有 可 能 影响 键 合 的 效果 ,也 是 造成 硅胶 非特 异性 吸附 的 原因 之 一 ,这 
对 其 用 于 生物 工程 分 离 介质 是 不 容 忽视 的 问题 。 . 
2. 硅胶 的 物理 性 质 
作为 分 离 材料 的 硅胶 ,其 颗粒 的 形状 与 大 小 、 孔 的 结构 .孔径 及 其 分 布 .总 孔 容 、. 比 表面 积 
及 机 械 强 度 等 , 均 是 重要 的 参数 。 
球形 的 硅胶 更 有 利于 传 质 , 且 使 柱子 的 操作 压力 较 低 。 小 而 均匀 的 粒度 及 粒度 分 布 对 液 相 
色谱 的 高 效 化 有 着 决定 性 的 作用 。 目 前 ,最 通用 的 分 析 型 硅胶 基质 的 直径 为 5 一 10km, 直 径 
3um 的 化 学 键 合 相 硅 胶 已 有 商品 出 售 , 而 高 效 制备 型 所 用 的 硅胶 ,其 直径 多 在 20 一 40km 之 
间 。 
多 孔 硅 胶 的 孔 ,可 以 定义 为 其 深度 大 于 宽度 的 凹陷 。 尽 管 可 以 把 孔 归纳 为 不 同 的 类 型 ,如 
杯 形 ( 圆 简 形 ) 、. 瓶 形 . 裂 锋 形 等 等 ,但 有 一 点 是 共同 的 , 即 它们 必须 是 开放 孔 , 闭 孔 对 分 离 是 没 
有 贡献 的 .我 们 通常 所 说 的 孔径 实际 上 是 个 统计 的 、 平 均 的 概念 , 即 平均 孔径 , 它 是 指 累 积 孔 径 
分 布 曲线 50% 处 的 平均 孔径 ,或 是 与 孔 色 分 布 曲线 的 最 高 频 度 相 对 应 的 平均 孔径 ”。 值 得 注 
意 的 是 , 因 测量 方法 或 定义 的 不 同 ,这 一 数值 会 有 差异 。 几 十 纳米 以 下 孔 的 平均 孔径 可 以 由 气 
体 吸附 法 测 得 , 几 纳 米 至 数 微米 孔 的 平均 孔径 可 由 压 汞 法 测 得 9 。 在 一 般 高 效 液 相 色谱 中 应 
用 的 多 是 平均 孔径 6~8nm 的 硅胶 ,而 对 生物 工程 产品 的 分 离 则 必须 使 用 中 孔 或 大 孔 硅胶 , 例 
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如 平均 孔径 30nm 以 上 或 更 大 孔 的 硅胶 。 

多 和 孔 性 材料 均 具 有 很 大 的 比 表 面积 。 如 ,通常 的 nm 硅胶 ,其 比 表 面积 为 300~400m?/g; 
而 平均 孔径 30nm 的 硅胶 ,其 比 表 面积 约 为 100m:/g。 一 般 , 比 表面 积 随 平均 孔径 的 增 大 而 减 
小 。 比 表面 积 决 定 了 分 离 介 质 样品 负载 量 的 大 小 。 | 

多 孔 材 料 的 另 一 重要 物理 性 质 是 孔 度 , 即 总 孔 体积 与 总 体积 之 比 。 在 用 作 凝 胶 色 谱 填 料 
时 , 孔 度 是 非常 重要 的 参数 ,直接 关系 到 样品 在 色谱 柱 上 的 保留 体积 和 分 辨 率 。 但 另 一 方面 , 孔 
度 过 大 ,势必 影响 材料 的 机 械 强度 ,这 需要 综合 加 以 考虑 才 行 。 

高 机 械 强 度 是 硅胶 的 特点 之 一 。 常 用 的 5pm 直径 .6 一 10nm 孔径 的 硅胶 ,可 以 耐 受 60— 
70MPa 的 操作 压力 ; 随 孔 径 及 和 孔 度 的 增 大 ,可 耐 受 的 压力 会 降低 。 当 使 用 30~100nm 平均 孔 
径 的 硅胶 时 , 仍 可 耐 受 达 30MPa 压力 而 不 破损 。 但 是 ,对 于 高 孔 度 的 凝 胶 色 谱 填 料 ,操作 压力 
只 能 在 10MPa 甚至 更 低 。 

3. 多 孔 硅 胶 的 制 法 

可 以 用 很 多 种 方法 制备 多 孔 硅 胶 。 最 常用 的 是 将 水 玻璃 ( 即 硅 酸 钠 的 水 溶液 ) 酸 化 ,在 一 定 
条 件 下 形成 SIO: 的 胶体 溶液 ,再 以 各 种 方法 将 其 聚集 成 所 需 球形 粒子 并 转化 为 干 凝 胶 , 即 多 
TLEER. 此 外 ,利用 正 硅 酸 酯 的 缩聚 和 SO, 气 溶胶 水 溶液 的 喷雾 干燥 法 , 亦 可 制 成 高 性 能 的 硅 
fisv 。 


(a) (b) 
图 11-1 多 和 孔 硅 胶 微 球 


作为 分 离 材料 基质 的 硅胶 ,需要 有 规则 的 几何 形状 (例如 球形 )、 适 宜 的 粒子 大 小 及 尽 可 能 
罕 的 粒度 分 布 , 适 宜 的 孔径 及 和 孔径 分 布 . 适 宜 的 孔 度 及 比 表面 积 ,其 中 粒度 控制 是 个 很 棘手 的 
问题 。 直 接 制 备 出 粒度 单 分 散 的 硅胶 微 球 ,是 人 们 追求 的 目标 之 一 ,比较 成 功 的 方法 是 通过 尿 
素 . 甲 醛 相 分 离 聚合 的 堆砌 硅 珠 法 “~'2。 具 体 做 法 是 将 适当 浓度 的 硅 溶胶 与 一 定 比例 的 尿素 
和 甲醛 配 成 水 溶液 ,搅拌 均匀 令 其 产生 缩聚 反应 , 待 反应 到 一 定 程度 后 产生 相 分 离 而 从 水 溶液 
中 沉淀 出 聚集 硅 微 珠 与 尿素 甲醛 树脂 的 复合 球 。 将 这 种 复合 球 收集 .洗涤 并 在 高 温 炉 中 粳 烧 ， 
令 树脂 分 解 锡 去 , 剩 下 的 就 是 多 孔 硅 胶 微 妹 ,其 直径 可 以 控制 在 4— 5pm 或 7— 8pm 之 间 。 这 
种 堆砌 硅 珠 形成 的 硅胶 的 孔 ,主要 是 由 硅 微 珠 间 的 空隙 所 构成 的 , 依 所 用 原料 而 异 , 一 般 20— 
50nm 直径 的 硅 微 珠 可 以 形成 6 一 10nm 左右 的 孔 。 图 11 - 1 中 给 出 了 一 种 用 此 种 方法 合成 的 
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多 和 孔 硅 胶 的 扫描 电镜 照片 。 此 种 硅胶 可 适合 于 除 凝 胶 色 谱 以 外 的 所 有 其 它 模式 色谱 固定 相 的 
fmc MUS. 

2g PY 4E 9 88 23 3 E] PRA WAREKE, MRED L7 RUE E 
法 扩 孔 均 能 将 其 孔径 扩大 9 。 在 以 正 硅 酸 酯 缩聚 法 制 硅胶 时 , 亦 可 通过 加 入 惰性 致 孔 剂 的 方 
法 控制 其 孔径 与 孔 容 , 这 种 多 孔 硅 胶 对 凝 胶 色 谱 是 很 适用 的 。 

目前 ,世界 上 有 上 百 种 不 同 牌 号 .不 同性 能 规格 的 多 和 孔 硅 胶 , 表 11 -1 列 出 了 一 些 常见 的 
品种 以 及 其 物理 性 质 。 

*11-1 硅胶 的 牌号 及 性 能 


商品 名 称 粒子 形状 粒 径 ,pm n 比 表面积 生产 厂家 或 公司 
nm m fg ` 
Biosil 无 定形 2 一 10 Altex Scientific 
Hypersil 球形 577 10 200 Shandon 
Lichrosob Si60 无 定形 5,7,10,30 6 475 E. Merck 
Silo0 无 定形 5,7,10,30 10 278 E. Merck 
Lichrospher 球形 5,10,20 12 256 E. Merck 
Si100 
Si300 球形 5,10 30 250 E. Merck 
Si500 球形 10 50 45 E. Merck 
Si1000 球形 10 100 19 E. Merck 
Si4000 球形 10 385 4.7 E. Merck 
Nucleosi 150 ' 球形 5,7.5,10 50 800 Macherey Nagel 
100 ` 球形 5,7. 5,10 10 300 Macherey Nagel 
Porasil A 球形 31—154,75—125 10 350—500 Wasters Associates, 
B 球形 37~75;75~125 15 125~250 Wasters Associates 
C 球形 37~75;75~125 30 50~100 Wasters Associates 
D 球形 37~75175~125 60 25~45 Wasters Associates 
E 球形 37—15,75—125 100 10-20 Wasters Associates 
F 球形 37 一 75;75 一 125 150 2 一 6 Wasters Associates 
T 127-25,257-37 15 300 . Wasters Associates 
Shinopak Si100 球形 5,7 10 250—300 中 科 院 化 学 所 
Si300 球形 5,7 30 100 中 科 院 化 学 所 
Si1000 球形 5,7 100 50. 中 科 院 化 学 所 
Vydac HS 球形 一 8 500 Macherey Nagel & CO 
Vydac TP 球形 10 30 90 Macherey Nagel & CO 
YQG Si 球形 5,7 6 青岛 海洋 化 工厂 
Zorbax Sil 球形 57 7.5 300 Du Pont 
二 ,可 控 孔 径 玻 璃 
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一 些 特定 成 份 的 含 确 硅 酸 钠 玻 璃 经 热处理 后 可 以 产生 相 分离 , 以 稀 盐酸 将 碘 酸 钠 抽 提 出 
后 只 剩 下 SIO, 部 份 ,可 溶 部 份 即 成 为 孔隙 .改变 琉璃 的 组 成 和 处 理 条 件 ,可 以 控制 生成 的 可 控 
孔径 琉璃 (CPG) 的 孔径 , 孔 容 和 比 表面 积 “~*2。 早 期 的 CPG 系 无 定形 粉 未 , 现 已 有 珠 状 产品 。 

可 控 孔 径 玻 璃 的 孔径 可 自 数 纳米 到 亚 微米 间 调 整 , 旦 其 孔径 分 布 窗 , 机 械 强度 也 很 高 。 在 
我 国 , 由 于 可 以 使 用 硅 藻 土 一 类 原料 ,其 价格 有 可 能 较为 低廉 2 ,因而 有 可 能 成 为 一 种 良好 的 
无 机 分 离 介质 。CPG 可 用 于 许多 蛋白 质 的 粗 分 离 ,干扰 素 、 肿 瘤 坏死 因子 .白细胞 介 素 - 工 以 及 
红细胞 生成 素 等 均 有 所 报导 2 ,我 国 亦 将 CPG. 直接 用 于 Y -干扰 素 的 提取 与 分 离 c5 。 

由 于 可 控 孔 径 玻璃 的 化 学 成 份 是 SiO,, 且 同样 含有 丰富 的 表面 硅 产 基 , 因 此 它 可 以 用 与 
硅胶 相同 的 方法 进行 化 学 键 合 或 表面 处 理 , 制 备 各 种 分 离 模式 的 分 离 介质 。 

可 控 孔 径 玻璃 还 可 作为 固定 化 酶 的 载体 、 男 相合 成 的 载体 以 及 无 机 膜 分 离 材料 等 。 

三 ,其 它 

ALO; ZrO: TiO; 以 及 碳 微 球 等 , 均 曾 被 研究 用 以 制备 耐 高 pH 值 或 具有 特殊 分 离 性 能 
的 介质 。 

用 作 分 离 材料 的 氧化 铝 , 主 要 是 Y -Al,O;, 其 表面 羟基 浓度 约 为 3pmol/m?, 孔 最 大 可 达 
10nm 左右 ,但 常 含 大量 小 于 2nm 的 孔 ,其 比 表 面积 约 为 50~200m?/g"**?, 作 为 色谱 固定 相 ， 
主要 用 于 小 分 子 有 机 物 等 的 分 离 。 限 制 它 更 广泛 地 应 用 的 主要 因素 是 , 它 难以 象 SIO, 那样 通 
过 键 合 而 得 到 适应 不 同 分 离 模式 的 固定 相 。 最 近 , 有 人 利用 Al 一 OH 基 的 氯 化 反 应 ,再 与 于 基 
锂 反应 生成 烷 基 化 氧化 铝 : 


N 
„AMOH 十 SOCi: 


N 
AmA 十 SO: 十 HCl 


N 
AmI +n- CHeLi 


从 光谱 分 析 和 元 素 分 析 可 知 , 丁 基 键 合 密度 相当 于 2. 6pmol/m?, 所 用 的 原料 ALO 直径 
10pm, 比 表面 积 约 为 100m*/g。 键 合 相 经 试验 ,在 甲醇 乙 及 , 已 煤 .甲苯 等 溶剂 中 可 长 期 使 用 ， 
在 pH1~12 范围 内 未 见 异 常 。 经 装 柱 分 离 细胞 色素 C 、. 醛 缩 酶 .木瓜 蛋白 酶 及 尿素 酶 等 蛋白 
质 ,各 峰 均 罕 而 对 称 , 理 论 塔 板 数 1. 3 一 1. 6 71 /mC9 .看 来 只 要 解决 键 合 问题 ,氧化 铝 有 可 能 发 
展 成 为 耐 受 碱 性 介质 的 固定 相 材料 。 l 

ZrO, TURIRA (ZrO RE AEE KR, ARKALAR E RARR 
dl 77. 利用 与 硅胶 键 合 相 类 似 的 方法 ,可 以 对 氧化 错 进行 表面 修饰 。 用 这 种 方法 制备 的 键 合 
反 相 (Cis) 氧 化 钳 , 可 以 用 至 pH13; 聚 合 物 包 覆 型 亦 可 达 pH12。 含 金属 铜 离子 的 亲 和 色 谱 介 
质 ,在 pH10. 5 时 仍 很 稳定 cs 。 以 ZrO, 作为 涂 层 或 添加 剂 改 进 硅 胶 的 pH 值 稳定 性 的 工作 也 
获得 了 某 种 程度 的 成 功 co2 。 


N 
AT 二 LiCl 


第 二 节 ”硅胶 的 化 学 修饰 


硅胶 本 身 只 能 充 作 正 相 色谱 的 填料 , 它 必 须 经 过 种 种 化 学 修饰 才能 改变 其 表面 化 学 性 质 ， 
成 为 适用 于 不 同 分 离 模式 的 色谱 填料 或 分 离 介质 ， 
硅胶 的 化 学 修饰 可 以 大 致 分 为 3 种 不 同 的 方式 , 即 整体 修饰 .通过 表面 硅 羟 基 的 化 学 修饰 
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以 及 涂 层 法 。 

一 ,通过 表面 硅 羟 基 的 化 学 修饰 

前 已 述 及 , 硅 可 以 与 诸多 元 素 形 成 稳定 的 共 价 键 , 这 是 形成 品种 繁多 的 含 硅化 合 物 以 及 硅 
胶 进 行 化 学 修饰 的 基础 。 

x 11-2428:1H T Si—O.Si—C.Si—N Ag E SOC, 


*11-2 几 种 键 的 有 关 参 数 


键 能 ,kJ/mol 参考 化 合 物 
479 SiO; 


SiO; 
0. 164 SiCOCH3), 


Si 一 C 0. 189 SiCCHa)4 306 (CHs)sSiCl 


(SiH3)3N 


(CH323Si;NH 


i—O 键 是 很 稳定 的 键 , 但 当 溶液 pH 值 大 于 9 时 , 则 可 能 发 生 离 解 而 导致 硅胶 的 破坏 ;Si 
一 C 键 也 比较 稳定 ,模型 硅烷 化 合 物 的 热 裂解 研究 表明 , 它 在 800C 时 才能 完全 裂解 。 而 化 学 
键 合 的 体 胶 至 近 300C 才 发 生 明显 的 失重 ””。 
硅 羟基 的 化 学 修饰 通常 可 以 采用 以 下 3 种 途径 ， 


-1 通过 氛 化 反应 
除去 了 物理 吸附 水 的 硅胶 ,可 以 将 硅 产 基 转 化 为 活泼 的 表面 硅 氯 基 
^s OH Ch, ^s -Cl - 


生成 的 Si 一 Cl 基 可 以 与 格 氏 试剂 .有 机 锂 化 合 物 以 及 有 机 胺 入 生物 进行 反应 ,引入 相应 的 烷 
基 或 衍生 胺 基 , 例 如 可 以 引入 正 丁 基 \ 正 辛 基 , 十 八 烧 基 以 及 各 种 芳香 基 “”。 通 过 这 种 方法 引 
入 的 键 合 基 团 ,都 是 单 分 子 层 的 。 

2. 通过 所 硅烷 与 硅 羟基 的 反应 

通过 氯 硅烷 可 以 将 各 种 烷 基 链 引入 硅胶 表面 ,特别 是 引入 长 链 正 烷 基 链 或 芳香 基 以 制备 

反 相 固定 相 , 这 在 HPLC 的 发 展 过 程 中 曾 起 过 重要 作用 。 

氨 硅 烷 可 以 是 单 氯 、 二 毛 或 三 氯 代 硅烷 ,其 烷 基 亦 可 以 是 Ci 一 Cu 等 。 键 合 反应 在 无 水 条 件 
下 进行 ,有 时 亦 加 入 有 机 胺 催化 剂 以 吸收 逸 出 的 HCL 并 活化 反应 中 间 体 ,促使 反应 更 加 快速 、 
完全 。 使 用 一 氯 代 型 试剂 ,可 以 得 到 单 分 子 层 键 合 相 。 使 用 二 氯 代 及 三 氯 代 型 试剂 特别 是 当 有 
水 存在 时 ,连接 于 试剂 硅 原 子 上 的 氯 可 以 进一步 水 解 而 形成 新 的 硅 羟 基 , 它 可 以 与 另外 的 氯 硅 
烷 试 剂 反应 而 生成 聚合 型 键 合 相 。 

3. 通过 烷 氧 基 硅烷 与 硅 羟 基 的 反应 

烷 氧 基 硅烷 (RO)s:SiR' 里 的 R 一 般 是 CH, 或 C:H,,R' 则 可 以 是 不 同 的 基 团 。 反 应 一 般 分 
为 两 步 进行 ,例如 : 


x 2 N 一 CHaOH x N ZN 
OH -+ (CH30)3Si(CH;)3O0CH; CH CH: 3 > 7 oF (CH:2):0CH2:— CH——CH; 


生成 的 含有 环 氧 基 的 硅 氧 硅烷 基 可 以 继续 与 含有 活 涂 氨 的 试剂 反应 ,从 而 使 硅胶 带 上 不 同 的 
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基 团 .这 一 反应 中 的 试剂 还 可 以 使 用 其 它 类 型 ,如 含 胺 基 的 烷 氧 基 硅 烷 ” ,这 样 反应 产物 便 
带 有 一 NH， 基 ,可 以 很 方便 地 再 进一步 修饰 或 反应 。 此 外 ,这 一 键 合 反应 可 以 在 水 相 进行 , 亦 
可 在 有 机 介质 中 进行 。 在 有 机 介质 中 的 键 合 反应 ,可 以 获得 较 高 的 键 合 效率 ”” 。 

二 、 通 过 涂 层 改进 硅胶 的 表面 性 质 

在 液 相 色谱 发 展 的 早期 , 即 有 人 借用 气相 色谱 固定 相 涂 数 的 方法 将 固定 相 涂 到 硅胶 或 可 
控 孔径 玻璃 的 表面 ,以 充 作 固定 相 , 用 于 液 相 色 谱 分 离 之 用 .但 是 ,这 样 形成 的 涂 层 因 附着 强度 
不 佳 ,难以 耐 受 较 长 时 间 的 反复 使 用 , 且 柱 效 亦 不 高 。 

将 高 聚 物 的 化 学 稳定 性 与 硅胶 等 无 机 基质 的 高 机 械 强度 结合 起 来 组 成 复合 ”的 分 离 材 、 
料 , 有 着 良好 的 应 用 前 景 。 人 们 希望 通过 不 同 途径 来 获得 稳定 的 聚合 物 涂 层 . 较 普通 的 做 法 是 ， 
将 选择 的 聚合 物 、 赛 聚 物 或 单 体 以 适宜 溶剂 制 成 洲 液 ,均匀 分 布 于 无 机 基质 的 全 部 表面 上 , 蒸 
去 溶剂 后 令 高 聚 物 交 联 或 令 单 体 聚合 ,形成 致密 的 聚合 物 涂 层 . 这 样 涂 数 的 聚合 物 可 以 是 聚 有 
机 硅 氧 烧 , 也 可 以 是 其 它 有 机 聚合 物 .例如 , 先 在 硅胶 上 通过 硅 羟 基 引 入 活性 反应 基 困 , 令 其 与 
随后 涂 散 上 去 的 聚合 物 或 单 体 进 行 共 聚 反应 。 如 果 第 一 次 键 合 上 去 的 是 含 双 键 的 活泼 基 团 则 
可 以 进行 共聚 


x | x | 
8070 SI CH7CBo +n( RCH-—CHR' ) > pu Oo T ECHO €CHR- CHRO, 


3X ELI A8 — S LE RT DUAE DIABETES RÉ AE TTA EET EUA TERREA RRE, I 
外 ,也 有 人 将 含 双 键 不 伯 和 的 聚合 物 涂 于 硅胶 表面 后 ,将 其 以 自由 基 引 发 进一步 的 交 联 ,以 获 
得 理化 性 质 更 稳定 的 涂 层 "” ,聚合 物 涂 层 法 的 含 碳 量 可 达 8% 一 20%, 其 涂 层 厚 度 可 以 通过 键 
合 前 的 基质 的 比 表 面积 及 涂 层 后 重量 增 量 加 以 计算 , 据 有 人 报导 , 约 在 0. 7 一 1. 4nm 之 
[ag] ^" 18) 

三 .整体 修饰 ” 

FAAET E e ed ut EH I RC db c REB T DURAM R ET 
联 型 、 含 不 同 R 基 的 硅胶 ,例如 : | 


nR—SiXs — nR—Si(OH)s —>(RSiO3/2)n 
这 里 的 R 基 可 以 是 烷 基 , 亦 可 以 是 含有 NH, 一 或 SO:H 一 取代 的 烷 基 
` 硅 烷 化 试剂 
表 11-3 列 出 了 一 些 常用 的 硅烷 化 试剂 及 其 主要 应 用 范围 .此 外 , 亦 有 一 些 实验 室 和 公司 
研制 了 另外 一 些 高 反应 活性 的 硅烷 化 试剂 ,如 : 


RR',Si—OCOCF; 烷 基 三 气 乙 酰 氧 硅烷 

RR’'sSi—N (CH3): N -( 有 机 硅烷 基 ))- N,N -二 甲 基 胺 2 
R—Si(CH; -NCCH)COCH; 49 

ROS TAE EE 


以 上 各 种 硅烷 化 试剂 的 反应 活性 是 不 同 的 ,以 二 - CHi CCHSI X. 型 为 例 , 其 活性 顺序 
HON, 


N N N N S. 
—Si—N(CHj); > —Si—OCOCF,; > —Si—Cl > —Si—OR > —Si—0H 
^ Á Á / 人 


而 对 于 常见 的 氯 硅烷 , 当 R 基 相 同时 ,其 活性 顺序 为 : 


RSiCl;— R;SiCl; 7 RsSiCl 
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*1-3 常用 硅烷 化 试剂 


沸点 

名 称 分 子 式 分 子 量 C /kPa 
三 甲 基 握 硅烷 (CHs)sSiCl 108.7 57/101.3 
'Trimethylchlorosilane 
丁 基 二 甲 基 毛 硅烷 CaHs (CH3 )2SiCl 150.7 140/101. 3 
Butyldimethylchlorosilane 
辛 基 二 甲 基 氧 硅烷 CsH3; CCH3);SiCl 206. 7 105/2 
Octyldimethylchlorosilane 
HARR PERE CilsHa(CHa)zSiCl 346.7  140—145/0. 013 
Octadecyldimethylchlorosilane ' 
FEREN CeHs(CHas )2SiCl 170. 5 87/2.4 
Phenyldimethylchlorosilane 
ZHE -MEt (CH32;SiCl; 129.1 70 
Dimethyldichlorosilane 
ZTÆ Rb (C4Hs);SiCl; 213.2 212 
Dibutyldichlorosilane 
正 辛 基 甲 基 二 氯 硅烷 CsHi7 CCH3)SiCI 227.3 94/4. 8 
n ~ Octylmethyldichlorosilane 、 
十 八 烷 基 甲 基 二 氯 硅烷 CisHa CCH32SiCl; 367.5 185/0. 33 
n - Oct decylmethyldichlorosilane 
EEPE CRER CeHs(CHa)SiCl， 191.1 205 
Phenylmethyldichlorosilane 
HEZE CHsSiCls 149.0 66 
Methyltrichlorosilane l í 
丁 基 三 氧 硅 煤 C,H,SiCl; 191.6 142—143 
Butyltrichlorosilane 
辛 基 三 氯 硅烷 CeH17SiCls 247.7 224~226/97. 3 
Octyltrichlorosilane . 
TARERE ClsHaySiCis 388.0 | 160—162/0.4 
Octadecyltrichlorosilane 
AGE uds CcHsSiCls 211.6 201 
Phenyltrichlorosilane 

O 
TERUS SUE VIE EE (C4H;O)4SiCCH3); —OCH, Ch "CH, 
3 - Glycidoxydrodyltriethoxysilane 263.3 260-226 
qu o EH E Sub. (CNC;H4)(CH;);SiCl — 146.6 83/2.4 
Cyanoethyldimethylchlorosilane 
SNAE — 7,8 MEE d NH2 (CH:)3Si(OCsHs)s 221.4 122—123/4 
Aminopropyltriethoxysilane 
Y -H AE VIA REACAE DUAE HAE CH; 
硅烷 CH; = CCOO(CH),—Si(OCH3); 

Methacrylpropyltrimethoxysilane 248.3 
7 - 琉 基 两 基 三 乙 氧 基 硅烷 HS(CH;),Si(OC;H;), 238.3 
Mercaptopropyltriethoxysilane 
KPE HEAR (CHa)asSiINHSiCCHs)。 151.3 


Hexamethyldisilazane 
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* od 


残余 Si 一 OH 封 头 剂 ,Ci 相 


C, 反 相 , 单 层 分 子 键 合 层 


Cs 反 相 , 单 层 分 子 键 合 层 


Cis, ODS 型 反 相 


3E3E BUR 


Ci 反 相 , 单 层 及 多 层 


Cs RH MERSE 


Cs 反 相 , 单 层 及 多 层 


Cis ODS RH, YBR SE 


芋 基 反 相 


C RHE 


C, 反 相 


Cs 反 相 


Cis 有 反 相 


芋 基 反 相 


VERE .离子 交换 AKEN 
CN 键 合 正 相 ,离子 交换 


键 合 正 相 ,高 子 交换 、 亲 和 


复合 介质 
RA MKE 


残余 Si 一 OH 基 封 头 


表 11 - 3 中 列 出 的 硅烷 化 试剂 中 , 烷 氧 基 硅烷 似乎 种 类 不 多 ,但 是 它们 含有 的 环 氧 基 、 氮 
基 、 琉 基 、 乙 烯 基 或 丙烯 基 等 却 可 以 进一步 反应 ,从 而 制备 出 种 类 繁多 的 色谱 固定 相 。. 这 些 烷 氧 
基础 烷 作为 表面 处 理 剂 ,在 我 国 已 经 研制 成 功 并 投入 了 生产 入 。 


二 节 反 相 介质 


在 各 种 色谱 分 离 模式 中 , 反 相 仍 是 最 常用 的 方法 。 粗 略 的 统计 表明 ,在 色谱 领域 各 种 应 用 
中 反 相 占 57%。 l 

一 . 反 相 介质 的 合成 
”选择 具有 适宜 粒度 和 乱 特 性 的 硅胶 ,经 表面 硅烷 化 反应 或 以 涂 层 的 方式 包 上 一 层 附 合 物 ， 
便 可 制备 出 反 相 介质 (Reversed Phase Packings)。 常 规制 取 反 相 介 质 的 工艺 已 很 成 熟 ， 

Bon + Cl x - sio- > R 
式 中 硅烷 化 试剂 如 前 述 ,R 可 以 是 不 同 碳 链 长 度 的 烷 基 (CC,、Cs、Cis 等 ), 也 可 以 是 芳香 基 团 ,如 
3E3E, E 11 - 2 给 出 了 一 个 模式 反应 流程 图 。 

硅胶 的 预 处 理 ; 经 常 以 0.1mol/L HCI 于 90C 下 处 理 24h, 亦 可 在 10% 盐 酸 内 回流 洗涤 
8h, 这 一 步 的 目的 是 将 硅胶 中 的 痕 量 金属 离子 杂质 洗 去 并 使 表面 形成 足够 浓度 的 硅 羟基 。 处 
理 好 的 硅胶 洗 至 近 中 性 或 无 Cl - 为止, 置 真空 烘箱 内 200C 或 250 0C 加 热 ， 以 调整 其 表面 硅 产 
基 浓 度 ,并 令 表 面 物理 吸附 水 完全 逸 出 。 

所 用 的 硅烷 化 试剂 一 般 无 需 特殊 处 理 ,但 如 使 用 三 官能 试剂 时 ,长 时 间 贮 存 会 发 生 轻 微 聚 
合 现象 ,此 时 应 进行 真空 减 压 蒸馏 后 方 可 使 用 。 所 用 溶剂 应 充分 干燥 (最 好 以 金属 钠 干燥 ) ,并 
过 滤 后 使 用 。 反 应 装置 应 装 有 搅拌 器 . 带 有 干燥 管 的 回流 冷凝 管 以 及 干燥 惰性 气体 的 通 入 管 。 
反应 开始 前 ,应 将 硅胶 置 反应 器 内 ,于 150 一 200C 下 抽 真 空 (13. 3Pa)2h 以 上 , 冷 至 室温 后 , 通 
过 分 液 漏斗 真空 加 料 ( 硅 烷 化 试剂 \ 俊 化 试剂 及 溶剂 ) ,以 使 试剂 溶液 进入 硅胶 孔 内 。 在 以 甲 共 
为 反应 溶剂 时 , 需 加 热 反 应 18h 以 上 才能 达到 较 高 键 合 率 。 反 应 后 ,应 充分 洗涤 并 干燥 ,以 类 似 
的 工艺 进行 残余 硅 羟 基 的 “ 封 头 ? 处 理 , 即 以 高 反应 活性 的 小 烷 基 在 烷 化 试剂 将 残余 硅 羟 基 反 。 
应 掉 , 这 对 于 生物 高 分 子 的 分 离 是 十 分 重要 的 。 

常用 的 封冻 试剂 为 三 甲 基 氯 硅烷 CTMS) 和 六 甲 基 二 硅 氮 烷 C(HMDS)。 直 于 有 报导 说 
HMDS 会 导致 已 键 合 结构 的 破坏 , 故 宁 可 使 用 TMS 更 为 妥当 。 

上 述 反 应 程序 ,是 无 水 有 机 溶液 体系 的 一 般 方法 。 如 果 使 用 三 烷 氧 基态 烷 为 键 合 试剂 , 则 

应 需 有 少量 水 (例如 10- 数 量 级 ) 为 催化 剂 。 

一 个 较 理 想 的 工艺 应 具有 低 消 耗 、 高 效率 、 产 品质 高 而 稳定 、 操 作 条 件 宽容 度 好 的 特点 . 近 
年 来 , 反 相 合成 工艺 虽 已 很 成 熟 ,但 工艺 改进 仍 未 停止 ,一 个 有 前 途 的 工艺 是 沸腾 床 合成 
1509752 , 利用 干燥 的 N: ,使 反应 器 内 的 硅胶 流 态 化 ,加 热 成 蒸气 的 硅烷 化 试剂 被 N, 携带 进入 
反应 器 ,于 一 定 温度 下 与 流 态 化 的 硅胶 充分 接触 并 反应 .气相 反应 后 ,N* 和 HCl 通过 回流 冷凝 
管 锡 去 ,而 硅烷 化 试剂 则 可 回收 循环 使 用 .这 一 方法 效率 高 ,速度 快 ,无 溶剂 消耗 且 有 不 同 批 次 
间 重 复 性 好 的 优点 ,特别 是 对 于 制备 级 分 离 介质 的 合成 ,是 一 个 很 有 前 途 的 方法 。 

聚合 物 涂 层 反 相 介质 已 经 商品 化 ， 但 采用 的 聚合 物 的 种 类 和 结构 尚 不 得 而 知 ， 从 耐 受 
值 范围 约 1 一 12 看 来 ， 有 可 能 是 不 合 硅 的 高 分 子 化 合 物 。 
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键 合 搅拌 ,加热 ,N: 


“HA” 


图 11-2 反 相 介质 的 合成 


为 降低 使 用 成 本 ,有 人 提出 了 反 相 色谱 柱 的 原 位 键 合 法 “中 ,这 一 方法 可 用 于 反 相 色 谱 
柱 的 再 生 。 l 

二 ` 反 相 介 质 的 表征 与 评价 

在 介质 材料 的 诸多 特性 中 ,人 们 最 关心 的 是 介质 装 柱 后 的 柱 效 、 选 择 性 ,稳定 性 ,不 同 批 次 
间 的 重复 性 以 及 用 作 生物 高 分 子 分 离 时 的 生物 相 容 性 及 回收 率 等 ,这 些 特 性 ,都 与 介质 本 身 的 
物理 化 学 性 质 密 切 相关 。 

对 反 相 介质 进行 表征 与 评价 的 目的 ,在 于 确认 其 结构 及 物理 ,化 学 特性 ,从 而 建立 起 其 物 
理 .化 学 特性 与 色谱 性 能 的 关系 ,指出 控制 与 改进 其 结构 与 性 能 的 途径 ,并 对 设计 新 型 的 固定 
相 起 指导 作用 。 . 

1. 配 基 和 键 合 密度 与 残余 硅 羟基 浓度 

前 面 已 介绍 过 ,硅胶 表面 硅 羟基 的 浓度 约 为 8xmol/m? ,在 反 相 介 质 键 合 过 程 中 ,由 于 位 阻 
效应 等 原因 ,最 多 仅 有 约 50% 多 一 些 的 表面 硅 羟 基 被 修饰 , 尚 有 近 50%% 的 硅 羟基 残留 这 些 硅 
羟基 可 以 导致 色谱 峰 拖 尾 , 使 蛋白 质 样品 失 活 以 及 因 其 具有 的 弱酸 性 而 造成 的 分 离 模式 的 复 
杂 化 。 

一 些 文献 中 经 常 以 碳 含量 来 表征 其 表面 硅 羟 基 被 修饰 的 程度 .但 是 , 因 硅 胶 比 表 面积 差异 
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很 大 ,再 加 上 键 合 上 的 配 基 亦 有 单 层 和 多 层 之 分 , 故 单 标明 重量 百 分 含 量 并 不 能 精确 地 描述 其 
表面 配 基 的 浓度 。 较 好 的 描述 方式 是 给 出 其 单位 表面 积 的 配 基 浓度 。 对 于 单 分 子 层 键 合 相 , 可 
以 以 元 素 分 析 测 得 其 含 碳 量 或 C. H. O 含量 计算 出 每 平方 米 上 键 合 配 基 的 浓度 。 例如 ,商业 销 
售 的 反 相 介质 材料 ,其 配 基 浓度 约 2. 5 一 3. 0umol/m:。 对 于 多 层 键 合 相 虽 也 有 计算 方法 ,但 只 
要 在 给 出 含 碳 量 的 同时 标明 基质 硅胶 的 比 表面 积 , 便 也 可 以 互相 比较 了 。 对 聚合 物 涂 层 的 硅 
胶 , 则 可 以 从 涂 甫 量 及 比 表 面积 计算 出 涂 层 的 厚度 。 

键 合 反 相 上 的 残余 硅 羟 基 浓 度 , 可 以 用 同位 素 交 换 法 9、 也 可 用 LiAlH, AWE”, 其实， 
对 于 大 多 数 硅胶 基质 反 相 介质 ,其 配 基 浓度 与 残余 硅 羟 基 浓 度 之 和 应 为 一 恒定 值 , 即 8pmol/ 
m 左右 0, 因此 亦 可 以 以 残余 硅 羟基 浓度 来 推 知 配 基 浓度 ,反之 亦 然 。 

是 否 配 基 密 度 您 高 愈 好 呢 ? 不 同学 者 研究 的 结果 表明 , 当 配 基 键 合 密度 达到 3. lymol/m? 
左右 时 为 最 佳 值 $9。 在 分 离 生 物 高 分 子 时 也 发 现 , 烷 基 密 度 过 高 反而 会 导致 回收 率 下 降 。 

2. 键 合 相 结 构 与 色谱 性 能 的 关系 

键 合 相 的 微观 形态 及 结构 与 其 色谱 分 离 性 能 有 直接 的 关系 ,因此 人 们 试图 用 各 种 可 能 的 
方法 对 其 进行 研究 。 微 观 形态 研究 可 以 使 用 光学 显微镜 .扫描 电镜 、 透 射电 镜 等 。 而 结构 研究 
方面 曾 遇 到 一 些 困 难 ,因为 它 是 多 孔 固体 基质 上 键 合 了 仅 有 纳米 级 的 配 基 而 形成 的 复合 物 .以 
前 尚 无 直接 的 测定 方法 ,近年 来 , 随 着 付 立 叶 转换 红外 光谱 技术 (FTIR) 和 固体 核磁 技术 的 发 
展 ,给 键 合 相 的 研究 带 来 了 很 大 的 方便 。 

尽管 早 在 60 年 代 , 红 外 分 光 光 谱 技 术 即 已 用 于 研究 硅胶 及 其 键 合 相 “7 ,但 直到 80 年 代 ， 
由 于 付 立 叶 转 换 红外 技术 大 大 提高 了 测定 的 信 噪 比 之 后 , 才 真 正 使 之 实用 化 ce。 例如 ,利用 漫 
反射 FTIR 研究 了 反 相 介质 在 三 氟 乙 酸 溶液 中 的 降解 后 发 现 , 仅 一 天 即 开始 部 份 降解 ,随时 间 
延长 将 会 进一步 失去 其 键 合 配 基 5”。 

固体 核磁 共振 波谱 (Solid - state NMR Spectroscopy) 是 研究 化 学 键 合 硅胶 的 有 力 工具 ， 
特别 是 由 于 魔 角 探头 和 交叉 极 化 技术 的 采用 ,人 们 可 以 测定 固体 样品 ,如 化 学 键 合 相 的 'H、*C 
和 ”Si 核磁 共振 谱 , 它 们 可 以 分 别 给 出 有 关 元 素 的 精确 的 结构 信息 “”。 利 用 这 些 技 术 , 已 经 得 
到 了 一 些 有 意义 的 结果 。 例 如 通过 对 单 官能 团 .二 官能 团 、 三 官能 团 氨 硅烷 键 合 产物 的 固体 核 
磁 研 究 ,确定 了 配 基 在 硅胶 表面 的 连接 情况 < 。 结 构 研 究 可 以 指导 合成 性 能 更 好 的 色谱 填料 。 
J. J. Kirklandc2 等 利用 :2C- 魔 角 探头 固体 核磁 等 技术 ,详细 研究 了 不 同类 型 的 化 学 键 合 反 相 固 
定 相 在 含 三 氟 乙 酸 (TFA) 的 低 pH 值 介质 中 的 稳定 性 ,发 展 出 了 两 种 类 型 新 的 反 相 固定 相 。 一 
种 是 利用 新 型 双 官 能 团 硅烷 化 试剂 ,其 中 含 2 个 以 一 0 一 或 《CH, 广 。 桥 连接 起 来 的 硅 原 子 , 而 
每 个 硅 原 子 上 只 有 一 个 反应 性 基 团 ,它们 可 以 与 表面 硅 羟基 形成 稳定 的 结合 : 
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式 中 X 为 一 C1, 一 OCzHs 等 ;Y 为 桥 链 ;R 为 煤 基 。 第 二 种 类 型 所 使 用 的 单 官能 团 硅烷 化 试剂 
中 ,其 烷 基 为 (3 - 氰 基 异 丙 基 ) 二 蜡 丙 基 , 三 异 丙 基 或 三 瓜 丁 基 等 ,藉以 形成 具有 立体 保护 效应 
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的 键 合 相 。 这 两 种 新 型 的 固定 相 均 具有 优良 的 低 pH 值 稳定 性 和 良好 的 重复 性 。 特别 是 后 一 类 
型 的 ,如 其 烷 基 为 3 - 氰 基 代 异 丙 基 二 蜡 丙 基 时 ,有 优 蜡 的 稳定 性 ,经 以 6000 倍 柱 体积 的 
0.1%TFA 淋 洗 后 ,其 含 碳 率 不 降低 (图 11 7 3) ,以 标准 蛋白 为 样品 ,表现 了 极 好 的 重复 性 。 


Bona 2 SA 


Nus 


% 


图 11 -3 不 同 种 类 固定 相 在 0.1%TFA 淋 洗 后 的 
稳定 性 


N N 
Q : 一 Si 一 G-Pr):PrCN; X: —Si— (G -Pr);; 
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OQ: —Si(Me):PrCN; A: —-Si(Me)sg- i - Pr; 
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It 


1000 2000 3000 4000 5000 6000 
总 淋 洗 体积 ( 柱 体积 倍数 ) 


三 .常见 的 反 相 介 质 _ | 
E Bi ,市场 上 的 反 相 介质 (包括 其 预 装填 色谱 柱 ) 牌 号 .品种 多 而 杂 , 可 以 从 不 同 的 角度 将 
它们 加 以 分 类 ,例如 : 


高 分 子 微 球 分 析 型 :3pm ,5pm,7pm,10pm 
HAN: 158m 
一 按 孔 径 分 为 十 小 孔 :6 一 15nm, 分 离 小 分 子 物 质 及 分 子 量 20kD 以 下 多 有 驮 及 蛋白 质 等 

大 孔 :>>25nm, 分 离 生物 高 分 子 
无 定形 ,流体 动力 学 性 能 差 , 压 降 大 
EFR 

ERS CPG) V5 X dU £n 
无 孔 


按 粒度 分 为 | 


反 相 介 质 


A 十 单 层 ( 刷 形 ) 
按 表 面 化 学 结构 分 为 ~ 化学键 合 相 下 ga 
L- gatus 
~ 按 配 基 种 类 分 为 Cl .CCs、Cis、. 某 基 以 及 其 它 


对 于 生物 高 分 子 ( 例 如 生物 工程 产物 ) 的 分 离 ,特别 是 对 多 肽 药物 的 纯化 分 离 ,需要 尽 可 能 
高 的 分 离 效率 ,因此 应 尽 可 能 选用 球形 .全 多 和 孔 且 和 孔径 25nm 以 上 的 硅胶 键 合 相 。 单 层 键 合 相 
利于 传 质 但 稳定 性 稍 差 ,而 多 层 键 合 相传 质 虽 稍 差 但 稳定 性 好 .对 分 子 量 较 小 者 ,可 选用 Cis 或 
ODS 型 配 基 , 而 分 子 量 大 者 以 配 基 链 较 短 者 为 宜 ( 如 CO ,但 链 短 者 稳定 性 比 链 长 者 稍 逊 .结合 
无 机 和 有 机 基质 优点 的 聚合 物 涂 层 型 有 着 更 广 的 耐用 pH 值 范围 ,这 对 生物 高 分 子 的 分 离 是 
极其 有 利 的 因素 ,不 过 聚合 物 涂 层 型 无 论 从 制造 还 是 从 使 用 方面 尚 不 如 键 合 相 成 熟 . 好 的 分 离 
流程 的 最 佳 化 , 决 不 是 只 选择 固定 相 就 能 解决 的 ,需要 对 这 一 分 离 体系 各 种 因素 的 性 质 及 相互 
关系 有 深入 了 解 。 关于 这 方面 的 问题 请 参阅 其 它 章节 。 表 11 -4 给 出 了 常见 的 一 些 反 相 介质 。 
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*Xi11-4 常见 的 反 相 固定 相 
名 称 配 X * fum 
Amicon Cg 辛 基 5,10,15,20 
20—45,35—70 
Amicon Cis 十 八 烷 基 20~45,35~70 
Ultrasphere C; 两 基 5 
Ultrasphere Ca 辛 HK 5 
Ultrasphere Cis 十 八 烷 基 5 
Hi - Pore RP - 304 Cig3 C, 5 
Bio - Sil ODS Cis 5,10 
Zorbax ODS Cis 5,7 
Zorbax Phenyl $ X 3,5,7 
Zorbax TMS mox 3,5,7 
Zorbax Cs 辛 # 4 5 
Zorbax Bio Series Xx X 10 
PEP.RP-1 
Protein PLUS / 
HP -12 可 以 是 丙 基 - 丁 基 5,10,15,20 
HP - 22 辛 基 十 八 烷 基 5,10,15,20 
HP - 32 烷 基 荃 基 等 5,10,15,20 
Nucleosil800 Cig Cis 5,7,10 
Nucleosil500 C, T 基 7 
500 Cs * dX 7 
500 Cis Cis 7 
1000 C, T X 7 
4000 C, T X 7 
4000 Cis Ci 7 
Necleosil Cs 辛 dX 5,7,10 
Cis Cis 3,5,7,10,30 
Lichrospher RP8 辛 基 二 甲 基 5,10 
100RP18 Ci — Bát 5,10 
500RP8 辛 基 二 甲 基 10 
1000RP8 EI E 10 
4000RP8 辛 基 二 甲 基 10 
u-Bondapak Cis 正 十 八 烷 基 10 
u-Bondapak Phenyl $ g 10 
Pep RPC HR5 ] Cis/Cs 5 
Pro RPC HR5/2 Cis/C2 5 
Vydac 201 HSB Ci 5,10,15-—20,20—30 
Vydac 201 TPB Cis 5,10,15~20,20~30 
Vydac 214 TPB T # 5,10,15--20,20— 30 
Vydac 218 TPB Cis 5,10,15-—20,20-—30 
TSK gel ODS - 80T Cis 5 
-120T Cis 5 
-120A Cu, BE 3E 5 
300A ODS Cis 5 
300A Butyl T X 5 


孔径 ,nm 
6,10 
25 
6 
/ 


100 
400 
400 


供应 公司 或 厂家 


Amicon 


Amicon 
Beckman 
Beckman 
Beckman 
Bio - Rad 
Bio - Rad 
Du Pont 
Du Pont 
Du Pont 


Du Pont 


HP Chemicals 


Macherey Nagel 
Macherey Nagel 
Macherey Nagel 
Macherey Nagel 
Macherey Nagel 
Macherey Nagel 
Macherey Nagel 
Macherey Nagel 
Macherey Nagel 
E. Merck 
E. Merck 
E. Merck 
E. Merck 
E. Merck 
Waters (Millipone) 
Waters (Millipone) 
Pharmacia/LKB 
Pharmacia/LKB 
Separation Groups 
Separation Groups 
Separation Groups 
Separation Groups 
TOSOHGR Y) 
TOSOHOR W) 
TOSOH OR W) 
YMC 
YMC 


227 


第 四 节 高效 亲 水 凝 胶 介 质 


一 、 对 高 效 亲 水 凝 胶 介质 的 要 求 

近代 凝 胶 色谱 始 于 1959 年 "9 。 早 期 用 于 凝 胶 色 谱 的 填料 均 是 天 然 或 合成 高 分 子 , 它 们 的 
机 械 强 度 低 ,很 难 达 到 高 速 .高 分 辩 率 ,因而 无 机 介质 即 进入 了 这 一 领域 “? 。 . 

一 种 理想 的 凝 胶 色 谱 介 质 应 具备 以 下 性 能 “2 ， 

G) 机 械 强度 高 ,能 耐 受 几 兆 帕 的 操作 压力 ; 

(2) 球形 颗粒 ,粒子 直径 控制 在 3 一 10xm, 且 粒 径 分 布 窗 ; 

(3) 具有 亲 水 性 表面 ; 

QD 非 离子 性 ; 

(5) 孔径 应 为 5 一 100nm 或 更 高 ,孔径 分 布 符合 需要 ; 

(6) 具有 高 筷 容 ; 

C) ”至少 在 pH 值 3—10 之 间 化 学 性 质 要 稳定 ; 

(8) 不 会 引起 生物 活性 物质 的 失 活 及 降解 ; 

(9) 容易 处 理 和 充填 ; l 

(10) 价格 不 贵 。 

这 种 理想 的 介质 目前 虽然 尚未 找到 ,但 我 们 可 以 研制 出 基本 满足 或 接近 上 述 要 求 的 材料 。 

作为 凝 胶 色谱 的 填料 ,其 粒度 及 粒度 分 布 .孔径 或 孔径 分 布 以 及 孔 容 是 基本 参数 。 粒 径 及 
粒 径 分 布 影响 其 柱 效 。 例 如 ,通常 所 使 用 的 直径 506m 的 软 胶 ,能 达到 理论 塔 板 数 1500/m Æ 
右 的 柱 效 ,而 直径 loum 的 高 效 凝 胶 色谱 柱 却 可 以 达到 理论 塔 板 数 15000 一 20000/m 。 理 论 塔 
板 数 愈 多 , 则 可 以 分 离 的 组 份 的 数目 愈 多 。 

Giddings55 提 出 了 一 个 估算 理论 塔 板 数 N 与 可 分 离 组 份 数 的 公式 : 

2 一 1 十 0.2 VN . 

由 式 可 知 , 对 于 一 根 15000/m 的 凝 胶 柱 , 若 其 长 度 为 60cm, 则 ”一 20。 和 孔 容 是 另 一 项 极 重 

要 的 参数 , 它 关 系 到 凝 胶 色谱 柱 的 分 离 容量 。 根 据 凝 胶 色 谱 的 一 般 理 论 ,柱子 总 体积 Vz 为 : 
Vr=V, +V: +V., 

AP V. 为 颗粒 间 的 空间 ;V。 为 材料 的 骨架 体积 ;V; 是 凝 胶 的 内 孔 体积 。Vi/Y。 代 表 了 雍 胶 的 
DRAE ILARAK. V/V. 值 就 愈 高 。 因 此 ,用 作 凝 胶 分 离 介 质 的 硅胶 ,必须 具有 较 高 的 孔 容 。 

二 .表面 亲 水 层 的 键 合 

未 经 化 学 键 合 或 改 性 的 可 控 孔 径 硅 胶 或 可 控 孔 径 玻璃 可 以 直接 用 于 中 性 糖 的 赛 聚 物 和 聚 
合 物 的 分 离 ,但 充 作 生物 高 分 子 的 亲 水 凝 胶 介 质 必须 进行 表面 亲 水 处 理 。 

尽管 曾 有 人 尝试 过 其 它 类 型 的 亲 水 凝 胶 , 但 应 用 最 广 的 还 是 二 醇 型 化 学 键 合 硅胶 ”“? ， 


O 
N Z N 
0B T-OMeO2;Si-CCH;2-30— CH C 


Ha 9€ 


OH OH 


x | | 
SECH >; O— CH—CH, 


N 
—Si-€CH > 
Site 233 O—CH CH: pH3~3.5 


这 一 类 型 的 凝 胶 色谱 填料 被 数 家 公司 商业 化 并 已 获得 了 广泛 应 用 。 
三 常见 的 无 机 亲 水 凝 胶 介 质 
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表 11-5 列 出 了 常见 的 无 机 型 亲 水 凝 胶 , 尽 管 牌号 各 异 , 但 其 化 学 本 质 几 乎 均 是 二 醇 型 化 
学 键 合 硅胶 。 其 中 ,TSK -Gel - SW 型 凝 胶 介质 的 键 合 相 始终 秘 而 不 宣 ,但 据 许 多 实验 室 的 研 
究 , 它 极 可 能 也 是 这 一 类 的 。 


Bil-5 常见 的 无 机 基质 亲 水 凝 胶 介 质 


商品 名 称 "yu" 粒 径 ”孔径 AS ” 比 表 面积 排除 极限 供应 厂家 
pm nm mg — m'"Ug 蛋白 LL ij LE 或 公司 
Aquapore ~ OH ZAM 10 10 1.7 350 1x10 9x10? . Beownleelabs 
CH RAE 
30 2.2 100 1x105 8x10? 
50 一 2x105 
100 一 2x10? 
400 — 一 
Lichrospher Diol Im 10 10 1.2 250 8x10 E. Merck 
30 2.0 250 3X105 
50 0.8 50 6x 105 
100 0. 8 20 1.4X105 
400 0.8 6 8x105 
Protein Columns IE 210 6 0.4 190 2x10: Waters 
160 Millipore 
1125 ` 12.5 0. 96 320 8x104 
1250 25 0. 98 130 5X105 
SyChropack 二 醇 10 10 0. 97 250 5X105 105 8X10* . SynChrm Inc 
GPC 
30 1.48 — 一 10$ 3x10* 
50 0.91 50 5X105 3X108 6x 105 
100 0.8 20 2X107 3x10 1.4X105 
400 — 8 — 3x 10$ 
TSK-G20008W ”表面 羟基 10 13 0.810  — 1x105 TOSOH( 东 曹 ) 
- G30008W 10 24 1.57—2.0 一 5x105 
- G40008W 13 45 2. 4 一 2.8 . 7X105 


第 五 节 ”高效 离 子 交 换 色 谱 介质 


在 复杂 生物 体系 的 分 离 过 程 中 ,离子 交换 色谱 是 必 不 可 少 的 分 离 模式 .作为 离子 交换 色谱 
填料 ,可 以 按 其 基质 的 成 份 和 结构 大 致 分 成 有 机 和 无 机 基质 两 大 类 ,两 类 基质 的 优 缺 点 已 如 前 
述 . fH SiO, 耐 受 pH 值 范围 小 (pH2 一 8) 的 问题 将 更 加 突出 。 从 长 远 看 以 高 分 子 为 基质 的 介质 
以 及 硅胶 -~ 高 分 子 复合 型 的 介质 ,应 具有 更 好 的 发 展 前 景 。 
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按照 表面 基 团 的 不 同 ,可 以 将 离子 交换 介质 分 成 阴 、 阳 两 类 ,其 中 又 有 强 . 中 、 弱 之 分 常见 


的 主要 是 : 


强 阴 型 〈SAX) ,如 {t N(CH:);} + 

HHA 〈MAX) ,如 一 0 人 CH:NCC:Hs)， 

强 阳 型 ‘SCX), 如 一 SOF H+ 

弱 阳 型 “WCX) ,如 一 OCH;COOH 

一 、 注 谢 型 离子 交换 介质 

薄 过 型 离子 交换 介质 (Pellicular Ion Exchangers) 是 最 早 应 用 于 HPLC 的 无 机 基质 交换 
介质 。. 它 是 在 一 个 硬 质 无 机 内 核 的 表面 涂 数 或 粘 上 一 层 有 机 京 合 物 层 ,再 经 化 学 生生 而 成 为 离 


子 交 换 介质 。 


(QAE) 
(DEAE) 
(SA) 
(CM) 


例如 ,首先 应 用 的 强 阴 离子 交换 介质 “是 在 实心 玻璃 微 球 (30 一 50km) 涂 甫 薄 层 聚 荃 乙烯 
-二 乙烯 芋 , 经 氯 甲 基 化 后 再 季 胺 化 。 硅 微 球 亦 可 应 用 于 这 一 方法 ,利用 不 同 的 化 学 反应 往生 或 
修饰 后 ,成 为 各 种 不 同类 型 的 薄 壳 离子 交换 介质 。 它 们 机 械 强度 好 , 因 其 表面 层 很 薄 而 利于 传 
质 ,但 是 总 交换 容量 相对 较 低 。 常 见 的 表面 薄 壳 型 离子 交换 介质 列子 表 11 -6 中 。 


实心 玻 PS-DVB 
(50pm) — fft 


RN 


一 一 -一 


—CH-—CH,;--- ~ 一 CH 一 CH, — 


一 -CH-- CH 一 一 


CHN* CCHO CI 


CHCI 


表 11- 6 WUDAORRUEG EÉARUE 


商品 名 称 类 型 ”聚合 物 涂 层 ”交换 基 团 RAE 交换 容量 厂家 或 公司 
um ng 当量 /g 

AE - Pellionex SAX SAX PS-AE —N*R; 44-53 10 Alltech Assoc 

AS ~ Pellionex SAX SAX PS-DVB —N*R; 44—53 10 Alltech Assoc 
Bonda Pak AX/Cor SAX BP —N*Me; 37— 50 10-15 Waters 

Vydac SAX SAX PS-DVB —N*Me; 30— 44 100 Separation Group(Vydac? 
Zilpax SAX SAX LA -ME —N*R; 25— 37 12 Du Pont 

Bonda Pak CX/Cor SCX BP 一 SO 了 35 一 50 30 一 40 Waters 

HC - Pellionex SCX SCX PS-DVB 一 SO 了 37t—53 60 Alltech Assoc 
Vydac SC cation SCX PS-DVB 一 SO 了 30 一 40 100 Separation Group(V ydac) 
Zipax SCX SCX FC —SOs 25-37 5 Du Pont 


BP: 键 合 相 PS-DVBOEZHA&- ZAER H; 


二 ,全 多 孔 硅 胶 型 离子 交换 介质 


FC: 氰 塑料; PS -AE: 苯 乙 烽 脂肪 族 酯 共聚 物 。 


硅胶 可 以 通过 不 同 的 表面 修饰 或 再 进一步 进行 衍生 反应 ,生成 不 同类 型 的 离子 交换 介质 。 
对 基质 的 要 求 应 考虑 到 所 分 离 生 物 大 分 子 的 分 子 量 范围 ,采用 大 孔 娃 胶 , 且 应 具有 足够 大 的 表 


面积 。 
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表面 修饰 可 以 使 用 前 边 介绍 过 的 任何 修饰 方法 ,最 常见 的 还 是 通过 烷 氧 基 硅 烷 的 方 
CU 。 例 如 先 在 硅胶 表面 引入 环 氧 基 , 然 后 再 转化 为 所 需 的 功能 基 , 生 成 CM 型 及 DEAE 型 离 
子 交换 介质 : 


H+ [0] 


N 
o —Si-CCH;2-;OCH;COOH 
NV A ^ 
—Si-CCH;2-,0—CH;——CH: OH 
^ HOC;H,N(C;H)g N. | 
- -Si (CH) .OCH,CHCH;OCH;CH;N CaHs): 


也 可 以 先 引 入 一 基 , AMET 


N 
SECH YSH 


这 样 , 便 生成 了 磷酸 型 强 阳离子 交换 介质 。 

在 离子 交换 介质 的 制备 中 ,聚合 物 涂 层 法 也 有 重要 的 应 用 co。 先 在 硅胶 上 引入 乙烯 基 , 再 
令 其 与 茶 乙 烽 共 聚 ,随后 通过 衡 生 反应 在 苯 环 上 引入 各 种 基 团 ,例如 一 SO:H、 一 CH:N+R:X-， 
也 可 以 引入 其 它 弱 阴 、 弱 阳 基 团 。Gupta 等 人 (1983)c9 介 绍 了 另 一 种 制备 聚合 物 涂 层 的 方法 ， 
通过 硅胶 的 表面 修饰 使 其 带 上 适当 的 反应 基 团 ,将 其 上 涂 以 聚 乙烯 亚 胺 (Polyethylenimine 
PEI) 并 使 其 与 硅胶 上 的 反应 基 团 作用 , 便 生 成 了 键 合 相 。Pharmacia 公司 的 Plyanion SI BUR 
EX, CHE HPLC 系统 的 介质 , 填 装 成 预 装 柱 销售 。 此 外 , 育 正 珀 酸 亚 胺 可 以 在 B -氨基 丙 酸 
催化 下 与 带 有 氨基 的 硅烷 反应 ,通过 这 一 反应 ,可 以 制备 出 复合 型 硅胶 - 聚 酰 亚 胺 型 阳离子 交 
换 介质 , 它 非 常 适 于 蛋白 质 类 的 分 离 . 通 过 进一步 修饰 ,还 可 以 制备 出 一 系列 其 它 用 途 的 产品 ， 
用 于 酶 的 固定 化 或 亲 和 载 体 。 

还 有 人 报导 ,在 无 机 基体 表面 通过 吸附 一 层 有 机 层 的 方法 制备 离子 交换 介质 ,例如 ,将 
DEAE - 葡 率 糖 吸 附 于 或 交 联 于 硅胶 表面 , 亦 可 用 于 生化 分 离 。 

一 些 常见 的 .用 于 生物 高 分 子 分 离 的 离子 交换 介质 举例 如 表 11 - 7 BER. 


KMnO, NL 
一 一 一 一 一 一 SE CH YSOH 


表 11-7 用 于 生物 高 分 子 分 离 的 离子 交换 介质 


商品 名 称 用 oim 交换 基 团 i AE  sBSR 公司 与 厂家 
um nm uv mol/g 

Anion SW 离子 色谱 —NR; 5 17.5 400 Bio Rad 
Zorbox Bio 3i 用 —N* (CH3); 7 30 / Du Pont 
Series SAX,WAX HER —NH» 7 30 / Du Pont 
Nucleo sil SB 3s 用 —N* (CH3); 5,10 10 1000 Macherey ~ Nagel 
Lichruspher SAX ib 用 ECHs N+R; 5,10 18 / E. Merck 
Poly Methyl A 多 肽 ,蛋白 ,HIC Polypeptides 5,7,15—20 30,200 / Poly LC 
Poly Ethyl A Lik, SEE .HIC Polypeptides 5,7,15--20 30,100 / Poly LC 
Polypropyl A 多 肽 ,蛋白 ,HIC Polypeptides — 5,7,15—20 30,100 / Poly LC 
Poly Butyl A Z HK ,蛋白 ,HIC Polypeptides 5,7,15—20 30,100 / Poly LC 
SynChropak 300 EKAM —N*R; 0.5 30 SynChrom 
SynChropak AX100 蛋白 质 一 NR， 5,6.5,55 10 SynChrom 
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( 续 表 ) 


商品 名 称 Ho 交换 基 团 粒 径 孔径 。 交换 容量 公司 与 厂家 
um nm pmol/g 
i i 
AX1000 RAR —NEt: 5,6.5,55 100 

TSK - Gel DEAD - 2SW 生化 用 一 NEts 5 12. 5 之 300 Toyo Soda 
TSK - Gel DEAE -2SW 生化 用 一 NEt; 10 15 2-300 

Zorbax Bio AVLER —SOs 7 30 / | Du Pont 
Series SCX, WCX E —COOH 7 30 / Du Pont 
Nucleosil -SA 通用 一 SO5 5,10 10 1000 Macherey - Nagel 
Poly CATA 蛋白 RIZA 5,7,15~20 — 30,10 / Poly LC 
SynChropak S300 蛋白 质 —SOg 6.5 30 / SynChrom 
SynChropak CW300 蛋白 质 一 COOH 6.5 30 / SynChrom 
TSK - Gel CM - 28W ”生化 分 高 一 COOH 5 12.5 >300 Toyo Soda 
TSK - Gel CM - 3SW 生化 分 离 一 COOH 10 25 2300 Toyo Soda 


第 六 节 ”高 效 亲 和 色谱 介质 


亲 和 色 谱 以 其 极 高 的 选择 性 不 可 代替 地 应 用 在 复杂 生物 体系 的 分 离 、 分 析 中 ,常规 的 亲 和 
色谱 ,使 用 的 多 是 天 然 或 合成 高 分 子 载体 ,而 天 然 高 分 子 ( 糖 凝 胶 、 琼 脂 糖 凝 胶 等 多数 机 械 强 
度 差 ,难以 提高 淋 洗 速度 ,其 与 配 基 的 键 合 多 数 通 过 表面 羟基 进行 ,结合 并 不 十 分 牢固 ,加 以 还 
有 滋生 微生物 的 危险 , 故 其 更 广泛 的 应 用 受到 了 限制 。 

与 其 相 比 ,无 机 基质 (如 可 控 孔 径 硅 胶 、. 可 控 和 孔径 玻璃 等 ) 因 为 机 械 强度 高 且 可 通过 各 种 化 
学 键 合 而 增加 配 基 牢 度 , 同 时 ,也 不 利于 微生物 的 生长 ,因而 近年 来 以 CPS 或 GPG 为 基质 的 
高 效 亲 和 色谱 逐渐 引起 人 们 的 重视 并 展现 了 很 好 的 应 用 前 景 ( 表 11- 8) 7, 


HE 11-8 高 效 亲 和 色谱 应 用 举例 


配 基 与 其 相互 作用 的 生物 分 子 

抗体 

抗 胰岛 素 ( 单 克隆 抗体 ) 胰岛 素 

抗 白细胞 A 干扰 素 ( 单 克隆 抗体 》 < -干扰 素 
抗原 

EHAA WEF -AA 
BM ' 

AMD PEK ACE 

NAD 乳酸 脱氧 酶 
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( 续 表 ) 


配 基 与 其 相互 作用 的 生物 分 子 
蛋白 质 
大 豆 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 胰 蛋 白 酶 , 胰 凝 乳 蛋 白醋 
EAR A 免疫 球 蛋 白 ,免疫 络 合 物 
ERG 单 克隆 抗体 
MEJI IREA A BOR REL 
外 源 凝 集 素 MEA AW 
牛 血清 白 蛋 白 对 映 体 
其 它 
硼酸 核酸 成 份 , 核 苷 糖 类 
蓝 染 料 F3G -A 脱 氢 酶 、 激 酶 .核糖 核酸 本 
头孢 菌 素 B -内 酰胺 栈 
氨基 糖 JIREH A 
亚 氨基 二 乙酸 (IDA) 金属 结合 蛋白 ,氨基 酸 
AIE BK CABAO 血 纤 维 蛋 白 溶 栈 
MLATA E T 
糖 类 外 源 凝集 素 
WEE WSEH 
一 ,高 效 亲 和 色 谱 的 特点 


高 效 亲 和 色谱 (HPAC: High Performance Affinity Chromatography RR AA E WAM 
效 液 相 色谱 的 特点 。 高 机 械 强 度 使 得 HPAC 可 以 以 很 高 的 速度 淋 洗 并 承受 由 此 带 来 的 较 高 的 
工作 压力 。 高 效 亲 和 色谱 一 般 可 在 几 分 钟 至 几 十 分 钟 内 完成 ,相对 于 常规 软 胶 亲 和 色 谱 的 几 小 
时 至 几 十 小 时 ,不 仅 可 以 提高 效率 ,还 可 以 改善 回收 产物 的 纯度 和 浓度 ; 淋 洗 速度 快 使 得 色谱 
峰 非 常 尖 锐 ,这 大 大 提高 了 信 噪 比 而 使 检测 灵敏 度 得 以 大 幅度 提高 。 高 度 的 亲和力 使 得 HPAC 
在 所 有 色谱 方法 中 具有 更 高 的 选择 性 , 正 是 由 于 这 一 特性 ,使 得 HPAC 中 的 分 离 效 率 随 填料 
粒 径 减 少 而 增加 的 规律 变 得 不 那么 重要 了 ,所 以 有 可 能 使 用 大 粒 径 的 硅胶 而 仍 获得 良好 的 分 
离 。 此 外 , 配 基 结 合 的 牢固 性 也 可 以 延长 填料 的 寿命 并 提高 产物 的 质量 ,这 对 生物 工程 的 分 离 、 
纯化 工作 是 非常 有 利 的 。 

当然 ,无 机 基质 也 有 其 弱点 ,主要 是 耐 受 pH 值 范围 窗 (PH2 一 8) ,并 且 残 余 硅 羟基 可 造成 
非特 异 吸附 而 降低 收 率 , 甚 至 导致 产品 失 活 。 

二 .用 于 高 效 亲 和 色谱 的 基质 

最 重要 的 基质 是 多 和 孔 硅胶 。 当 然 , 如 果 解 决 了 生产 价格 问题 ,CPG 以 其 孔径 分 布 窗 及 孔径 
易于 控制 的 特点 ,也 是 优良 的 基质 。 因 它们 的 化 学 本 质 是 一 样 的 , 故 不 再 单独 加 以 讨论 。 硅 胶 
的 孔径 以 30 一 100nm HE. 过 小 ,会 产生 凝 胶 渗 透 或 体积 排除 效应 ,而 过 大 时 又 势必 会 因 比 表 
面积 的 降低 而 减少 样品 负载 量 。 过 大 的 孔 容 会 损坏 机 械 强 度 ,故而 有 中 等 孔 度 即 已 足 甫 应 用 。 
由 于 亲 和 色 谱 高 选择 性 的 特点 ,使 得 过 细 的 颗粒 度 并 不 是 很 必要 的 ,因此 ,在 HPAC 中 可 使 用 
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5~50pm 左右 的 粒度 "“"]。 最 近 ,直径 小 至 0.7 一 2. 19m 的 无 孔 或 “ 非 渗 透 性 ”的 小 直径 硅胶 也 
应 用 到 了 HPAC 上 ,进一步 提高 了 分 离 速 度 。 更 有 人 将 超 细 石英 纤维 (0. 5pm 直径 ,50um 
长 ) 用 作为 亲 和 介 质 的 基质 ,通过 涂 于 纤维 表面 的 活化 的 葡 聚 糖 与 DNA 的 衍生 物 键 合 ,用 以 
分 离 牛 心 乳 酸 脱 氢 酶 。 这 种 纤维 状 的 介质 由 于 通 透 性 好 ,可 以 使 用 很 高 的 麻 洗 速度 , 且 因 纤维 
直径 仅 0. 5pm. 比 表面 相对 较 大 ,每 克 纤 维 可 以 吸附 15mg E. RA 100g 纤维 的 柱子 1h 可 以 
纯化 1g 产物 ,在 制备 分 离 方面 有 很 大 应 用 价值 。 

三 、 硅 胶 的 活化 

硅胶 的 活化 应 解决 3 个 问题 。 一 是 提供 与 配 基 反 应 的 基 困 ;二 是 提供 适当 长 短 的 间隔 臂 ; 
三 是 解决 残余 游离 硅 羟 基带 来 的 非特 异性 吸附 并 对 硅胶 提供 保护 ,以 使 其 工作 于 更 广 的 pH 
值 范围 。 与 其 它 硅 胶 的 修饰 类 似 , 这 里 可 用 表面 修饰 和 聚合 物 涂 层 两 种 方法 。 

由 于 亲 和 色 谱 中 不 需要 很 高 的 配 基 浓度 , 故 在 表面 装饰 时 主要 利用 烷 氧 基 硅烷 化 在 水 相 
中 与 硅胶 反应 ,以 形成 可 供 进一步 卫生 反应 的 基 团 : 


o l 
; ( MeOXSi- CHAR dcos 
[ Qn OM —CH,O0H r 

AERE 


当 R 为 环 气 基 时 还 可 进一步 转化 为 其 它 基 团 n: 


OH OH 
H* UN | l 
-5 (CH, 0CH,CH — CH; 
(0) 
idLoscococnc -M Q A CCH; ,OCH,CHO 
i 
H+ C005 


t 
— — Ü (CH;),0CH,COOH 


34 R 为 一 SH、 一 NH; 等 基 团 时 ,也 可 以 以 类 似 的 反应 形成 不 同 活化 形式 的 基 团 。 
OH 


| 
这 里 生成 的 一 OH、 一 CHCH:OH ,—CHO,--COOH,—NH,;,—SH 等 均 可 进一步 反应 。 


例如 , 关 基 又 可 进行 一 系列 类 似 软 胶 中 应 用 的 活化 方法 


O O, 9 O, 
Li 
a-é-o-4]— -o-t-o-&] 
9 o 00 
LI 
ou. | C7 6-0 M-No,— -0-6- 0-4 Yno, 
o . o 
[N é 个 Oo g £T 
NV NJ 7 XJ | 
CI-80,—( Vct, — —0—80, —( M cH; 


环 氧 基 与 蛋白 质 上 的 氨基 虽 可 以 直接 反应 ,但 反应 速度 很 慢 .如 让 它 与 一 系列 其 它 试剂 反 
应 , 则 可 以 有 很 大 的 灵活 性 ,图 11 -4 中 示意 地 给 出 了 环 氧 硅胶 的 各 种 键 合 反 应 途径 "2?。 作 者 
曾 对 比 了 这 3 种 方法 ,以 大 豆 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 为 配 基 分 离 胰 蛋白 酶 ,确认 以 醛 基 硅 胶 效果 最 
好 。 由 于 采用 Sem 硅胶 为 基质 ,所 得 色谱 峰 非 常 尖 锐 ,因而 检测 灵敏 度 亦 随 之 提高 。 在 280nm 
检测 时 , 胰 和 蛋白 酶 最 低 检 测量 达 lng ,并 且 酶 的 活性 回收 率 也 提高 了 。 
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o 
ZN 
À Of - (CHO Si CCH,),0CH, CH—CH, 


ER | 环 氧 化 硅胶 
， . a H OH — 
-O-—Si--CCHj,OCH, Ch cri, -下 | _ ds LS | 
OTSE CHOCH UT [OBI (CH),0CH,CH CH, 一 一 —Si—(CH;,0CH,CHO 
HREN - 
ZAAK BER 
配 基 一 NH; p Chloride | WA 一 NIF 
| 
d o-- eno ocion -N—RÀE 
| OH ! 
| 
O-—Si—(CH;OCH, CH—C| 
À- j 2) er NaBH. 
ÓSO,CILCF, ! 
- NH. 
on ma- NHG O—Si—(CCH,,0CH.CH,NH -- 配 基 
7 O- FT CHO CH—CHNH,-- A X | 


图 11-4 配 基 与 环 氧化 硅胶 偶 联 的 途径 


早期 使 用 的 环 氧化 硅胶 , 键 合 效率 很 低 。 现 已 发 展 出 一 种 商品 化 的 新 型 聚合 物 包 覆 型 环 氧 
化 硅胶 , 它 的 基质 为 直径 37— 555m. TL£& 50nm 的 硅胶 ,聚合 物 涂 层 系 亲 水 型 的 ,可 以 避免 蛋 
白质 的 非特 异性 吸附 ,而 表面 稳定 的 环 氧 基 则 可 以 与 各 种 配 基 键 合 %”。 这 也 表明 了 一 种 趋势 ， 
即 已 活化 好 的 预 装 柱 将 会 更 快 地 走向 市 场 。 

亲 水 性 聚合 物 涂 层 看 来 更 适合 于 HPAC 的 要 求 。 以 DEAE -衍生 的 葡 素 糖 或 琼脂 糖 涂 层 
的 硅胶 有 和 良好 的 应 用 前 景 。 

在 硅胶 活化 的 过 程 中 ,间隔 臂 长 短 并 未 引起 太 大 的 问题 ,因为 这 些 硅 烷 化 试剂 本 身 已 带 有 
足够 长 的 分 子 链 ,无 须 专门 去 考虑 。 

、 一 些 商品 化 的 高 效 亲 合 介 质 

表 11-9 列 出 了 一 些 商品 化 的 HPAC 介质 , 除 少 数 为 高 聚 物 外 ,大 多 为 硅胶 基质 ee 。 


表 11-9 市 售 高 效 亲 和 介质 载体 


类 型 商品 各 . 基 质 粒 径 ,am 主要 用 途 供应 公司 或 厂家 
16 C BERE 
醛 基 硅胶 10,30 DITE: SE,ST,C 
KPEE HyPAC Carbonite N 硅胶 5 一 10 偶 联 氨 基 BA 
环 氧 Ultraffinity - EP 硅胶 10 MEAE B 
Eupergit Wis ENG 30 偶 联 氨基 R 
Durasphere A 硅胶 7 偶 联 氨基 A 
RETE Affiprep 10 聚合 物 40~60 ^ (dA BR 
Tresyl SelectiSpher Tresyl 硅胶 10 [I R3 PR ,了 
Shim - Pack AFC - TR 硅胶 10 TRE LAE S 
TSK Gel Tresyl - 5PW EA rd 10 LIT TS 
REIR 
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(ED 


类 y 商品 名 Æ Wo Eum 主要 用 途 供应 公司 或 厂家 
YMC - Pack 硅胶 10 Ir Y 
AFS - Tresyl 
清 蛋 白 Resolvosil : 硅胶 10 XH DEA RE MN 
硼酸 盐 Selecti Spher 
Boronate 硅胶 10 PB 
TSK Gel Boronate -5PW 莱 乙 烯 -二 乙 10 TS 
WEIR H 
Shim - Pack AFC - BN 硅胶 10 
YMC - Pack 硅胶 10 ， Y 


AFS - Boronate 
XR SelectiSpaer 硅胶 10 PB 
Cibacron Bule 


Shodex AF - PAK E65 15—20 SD 
TSK Gel Bule - 5PW pq rA 10 TS 
REGUM 
Durasphere 硅胶 7 A 
Shim - Pack AFC -CB 硅胶 10 
伴 刀 豆 球 蛋 白 A SelectiSpher Con A 硅胶 10 PB 
Shodex AF - PAK , REW 15--20 SD 
Durasphere Con A 硅胶 7 . A 
| Shim - Pack AFC - CA 硅胶 10 
亚 氨基 二 乙酸 Immunodiacetic acid 硅胶 10 — SE 
Si 100 
Shodex AF - PAK 硅胶 15 一 20 SD 
hk p E IE ` LKB - Enantiopac 硅胶 10 PHL 
蛋白 质 A SelectiSpher Protein A 
Durasphere 硅胶 10 PB,P 
Protein A 硅胶 7 A 
Shim - Pack AFC- PRA  . 硅胶 10 S 
Shodex AF - PAK 聚合 物 15-20 SD 
Protein A Soperose 琼脂 糖 10 PHL 
HiPac Protein A 硅胶 30 C 
PL - AFC Protein A 聚合 物 10-25 - PL 
AffiPrep Prot A 聚合 物 40—60 * BR 
蛋白 质 G SelectiSpher Protein G 硅胶 10 PB 
Shim - Pack AFC - PRG 硅胶 10 S 
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类 型 商品 各 基 质 粒 径 ,pm 主要 用 途 供应 公司 或 厂家 
Gammabind HPLC 硅胶 30 G 
YMC - Pack 硅胶 10 Y 


AFS - Protein G 


供应 公司 或 厂家 :A 一 Alltech; B— Beckman; BA — Barspec; BR — Biorad; C — Chromatochem; G— Genex; MN— 
Nachery - Nagel; P — Pierce; PB 一 Perstorp Biolytica AB; PHL — Pharmacia - LKB; PL — Polymer Lab; R — Rhom - 
Pharma; S— Shimadzu; SE — Serva; SD— Showa Denko;ST —Sterogen; TS— Toso Maas; Y— YMC, 


第 七 节 ”高效 朴 水 作用 介质 


利用 蛋白 质 与 固定 相 之 间 的 弱 玖 水 相互 作用 的 玖 水 作用 色谱 ,特别 适用 于 蛋白 质 类 生物 
工程 产品 的 分 离 。 . 

朴 水 作用 色谱 (HIC:Hydrophobic Interaction Chromatography) kF 1972 年 "5 Shaltiel 
S. 及 其 工作 者 ,他 们 利用 带 有 碳 和 氨 化 合 物 配 基 的 琼脂 糖 凝 胶 以 “ 玻 水 亲 和 人 色谱” 分 离 蛋 白质 。 
在 其 它 实 验 室内 也 进行 了 类 似 研 究 和 探索 ,1976 年 Hofstee B. H. J. 将 这 种 类 型 的 色谱 命名 
为 玖 水 作用 色谱 。1980 年 前 后 ,不 少 学 者 就 玖 水 作用 的 机 理 、 分 离 规 律 等 进行 了 大 量 研 究 , 但 
这 些 工作 多 是 用 软 或 半 硬 基质 进行 的 ,其 基本 形式 是 将 短 烷 基 链 键 合 于 亲 水 性 基 蒜 上 ,作为 配 
基 的 烷 基 链 的 密度 通常 不 大 , 且 操 作 压 力 和 流速 均 不 能 提高 。 为 改善 HIC 的 分 离 效率 和 分 离 
XE BE ,出现 了 以 硬 质 高 聚 物 微 球 .硅胶 以 及 CPG. 为 基质 的 高 效 HIC BIXEJR 777.0 

与 其 它 类 型 相 比 , 对 用 于 这 种 介质 的 硅胶 基质 并 没有 特殊 的 要 求 , 只 要 孔径 在 25~ 
100nm 之 间 且 有 较 大 的 比 表 面积 就 可 以 应 用 ,与 对 CPG 的 要 求 相似 。 只 要 经 过 表面 修饰 或 涂 
层 , 使 其 具有 合适 的 亲 水 表面 和 较 弱 的 疏水 基 , 就 可 以 制备 出 高 效 朴 水 作用 色谱 ， 

尽管 曾 研究 过 不 同类 型 的 高 效 疏 水 作用 固定 相 , 但 有 实用 价值 的 主要 是 两 类 。 一 类 是 在 基 
质 表 面 键 合 上 短 链 烷 基 或 葵 基 而 成 "9 ,例如 Phenyl - TSK -Gel 3000 SW 柱 即 是 一 种 性 能 优 
良 的 商品 HPHIC 柱 。 另 一 类 是 醚 型 键 合 相 ”“5 2 。 在 硅胶 上 先 键 合 上 环 氧 丙 氧 基 三 乙 氧 基 奎 
烷 , 再 在 路 易 士 酸 催化 下 接 上 短 链 烷 氧 基 而 成 。 


N 
ECH IO CH CH ONR 


如 果 将 聚 乙 二 醇 与 环 氧 化 硅胶 反应 , 则 可 制备 出 聚 乙 二 醇 型 HIC 介质 ,我 国有 几 家 单位 曾 对 
此 进行 过 深入 研究 并 取得 了 很 好 的 结果 ， 


(G1) K. K. Unger (ed. ) ,Packings and Stationary Phases in Chromatographic techniques, New York and Basel, Marcel 
Dekker, Inc. , 1990 ` 

(G2) O. Mikes, High Performance Liquid Chromatography of Biopolymers and Biooligomers, Part A. Elsevier. 1988 

(G3) P. L. Dubin (ed. ), Aqueous Size - Exclusion Chromatogr. , 1988 
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第 十 二 章 ”羟基 磷 灰 石 分 离 介质 
RAE Hu 


《中 国 科学 院 化 工 冶 金 研 究 所 ， 北京，100080) 


羟基 础 其 石 (Hydroxyapatite，HAP) 是 一 种 无 机 盐 , 结 晶 状 , 属 六 方 晶 系 ,单位 唱 格 常数 a 
—0. 941nm ,5— 0. 688nm ,在 自然 界 也 存在 , 它 是 牙科 、 骨 科 的 基本 材料 之 一 ,与 生物 体 有 很 好 
的 相 容 性 。 

羟基 砚 灰 石 用 于 蛋白 质 的 分 离 纯化 研究 首先 由 Tiselius 等 人 中 于 1956 年 报道 ,随后 经 历 
了 一 个 较 长 时 期 的 很 多 人 的 努力 ,近年 来 才 有 长 足 的 进展 ,使 其 成 为 水 体系 中 蛋白 质 、 核 酸 和 
病毒 色谱 分 离 最 强 有 力 的 技术 之 一 中 。 本 文 就 羟基 砚 灰 石 用 于 生物 大 分 子 的 色谱 分 离 纯 化 的 
简要 情况 综述 如 下 。 


第 一 节 发展 概况 


1956 Æ, Tiselius 等 器 首 次 推出 羟基 础 灰 石 柱 色 谱 用 于 蛋白 质 的 分 离 纯化 。 

1959 年 到 70 年 代 初期 , 以 Bernardit~5 为 首 的 许多 研究 者 为 阐明 羟基 础 灰 石 的 色谱 机 理 
开展 了 大 量 的 试验 工作 。 

1972 年 ，Moss 等 中 报告 了 在 去 污 剂 存在 下 的 羟基 磷 灰 石 色谱 方 法 。 

1973 一 1974 Œ, Martinson 等 "揭示 了 核酸 与 羟基 础 灰 石 之 间 的 相互 作用 机 理 。 

1978 年 ，Spencer”' 报 告 了 羟基 磷 灰 石 合成 方法 与 其 色谱 性 质 之 间 的 关系 。 

1984 年 ，Gortunoff 等 -1 又 继续 了 Bernardi 实验 室 的 研究 。 | 

1983 Æ, Bio Rad 公司 推出 了 第 一 支 商 品 化 不 锈 钢 Tiselius 型 羟基 础 灰 石 HPLC (High 
Performance Liquid Chromatography) ft; 其 后 是 Koken 公司 。 

稍 晚 ， 日 本 Mitsui Toatsu Chemicals 推出 由 羟基 础 灰 石 构成 的 六 角 棒 聚集 体 填充 的 
HPLC 柱 。 

1986 年 , Kawasaki 等 人 09 报道 了 第 一 支 由 羟基 础 灰 石 微 晶 构 成 的 球形 ( 约 5pm. 直径 ) 填 
充 的 HPLC 柱 。， | 

几乎 同时 ， Kadoya ÆA] K Koken, Tonen, Asahi Optical 公司 等 都 报告 了 球形 羟基 础 
灰 石 填充 的 HPLC 柱 ; 此 时 约 20pm 大 小 的 球形 羟基 础 灰 石 填充 的 高 效 液 相 色谱 柱 从 Regis 
公司 也 能 买 到 。 

1987 年 , 另外 两 种 类 型 的 球形 羟基 础 灰 石 填充 的 HPLC Hh Tosoh 和 Cica - Merck 公司 
分 别 报道 ， 同 时 Koken 公司 还 推出 了 方 砖 形 羟基 础 灰 石 填充 的 HPLC 柱 。 

1989 Æ, Sato FR T H F RR OH -的 球形 氟 基 础 灰 石 , 由 于 下 -的 取代 , ERKA E 

240 . 


用 的 pH 值 范围 由 碱 性 或 近 中 性 扩展 到 pH4. 0 左右 。 

WILE, BATHE h ERREKA EE F Tiselius 78 , 即 片 状 品 体 ， 

在 国家 高 科技 计划 支持 下 ， 国 内 开展 了 球形 羟基 础 灰 石 的 研制 并 取得 进展 ， 现 已 研制 出 
两 种 新 产品 ， 即 复合 球形 羟基 础 灰 石 和 均 相 法 球形 羟基 砚 灰 石 。 

综 上 所 述 ， 羟 基础 灰 石 作为 色谱 分 离 介 质 用 于 生物 分 子 的 分 离 纯化 研究 的 长 足 进 步 ， 是 
在 1986 年 第 一 支 商 品 化 产 基 础 灰 石 HPLC 柱 问 世 以 后 ， 特 别 是 球形 羟基 础 灰 石 的 问世 。 

可 以 预料 : 

O ERANI HAP 填充 介质 的 注意 ,一些 更 有 效 的 制备 球形 HAP 的 方法 必 将 逐渐 
完善 ， 机 械 强 度 更 好 的 陶瓷 HAP 也 将 广泛 使 用 。 

ETH F 取代 OH 使 磷 灰 石 的 应 用 pH (SEA pH4， 用 CI- 、CO:, 或 其 它 基 团 取代 
OH- ， 或 许 会 使 磷 灰 石 显 示 出 某 些 特殊 性 能 。 

(2) MEANY HAP 色谱 机 理 定量 研究 的 深入 , 更 准确 预见 色谱 曲线 和 预先 确定 分 离 
条 件 将 成 为 可 能 。 

(3) “为 专用 于 某 种 分 离 目的 在 HAP 表面 进行 相应 的 化 学 修饰 , 目前 已 有 报道 。 有 关 这 
方面 的 研究 将 会 进一步 开展 。 


二 节 HPLC 柱 对 介质 的 要 求 及 羟基 砚 灰 石 的 性 能 


、 高 机 械 强 度 

在 HPLC 柱 中 流动 相 一 般 在 高 压 下 通过 柱 ， 因 而 要 求 填充 介质 具有 高 的 机 械 强 度 。 现 在 
使 用 的 羟基 磷 灰 石 , 尤其 是 球形 颗粒 可 以 在 15MPa 压力 下 使 用 , 通过 强化 方法 制备 的 羟基 础 
灰 石 即 所 谓 陶 次 羟基 砚 灰 石 可 在 几 十 兆 帕 以 上 的 压力 下 使 用 。 

二 、 粒 子 大 小 、 形 状 和 孔隙 

填充 介质 的 粒子 大 小 、 形 状 以 及 表面 结构 与 HPLC 柱 的 理论 塔 板 数 直接 相关 ， 通 常 要 求 
高 的 理论 塔 板 数 ; 用 粒 径 小 而 均匀 的 球体 填充 的 柱 ， 其 理论 塔 板 数 可 达 数 万 以 上 ， 而 片 状 只 
有 几 百 到 数 干 。 

采用 特定 的 制备 方法 ,球形 羟基 碰 灰 石 颗粒 表面 可 具有 10 一 100nm 的 开口 孔隙 。 

球形 羟基 础 灰 石 颗粒 大 小 、 形 状 和 孔隙 可 满足 HPLC 柱 的 要 求 。 

三 、 化 学 和 热 稳 定性 

色谱 过 程 是 在 流动 相 与 固定 相 即 填充 介质 之 间 频 繁 强烈 接触 中 完成 的 ， 因 此 要 求 填 充 介 
质 在 流动 相 中 的 溶解 度 很 低 。 产 基础 灰 石 在 中 性 或 碱 性 水 相 中 的 溶解 度 很 低 “〈 浩 度 积 1x 
,10705~1X107"°), 因此 可 以 用 中 性 或 碱 性 水 相 淋 洗 剂 ,甚至 可 以 用 碱 溶液 淋 洗 ,以 再 生 柱 。 
它 不 溶解 于 有 机 溶剂 ， 可 用 有 机 溶剂 淋 洗 ， 还 可 用 作 分 配色 谱 介质 。 

均 相 法 、 喷 堵 法 等 方法 制备 的 羟基 础 灰 石 妹 可 在 高 温 下 业 烧 而 不 发 生 相 变 ， 因 此 高 温 烧 
结 常用 来 制备 所 谓 陶瓷 羟基 础 灰 石 ， 以 增强 其 机 械 强度 。 

四 、 非 可 逆 性 吸附 

为 有 足够 高 的 柱 效 和 选择 性 ,HPLC 柱 要 求 填充 介质 低 非 可 逆 性 吸附 .羟基 础 灰 石 满足 这 
一 要 求 ， 它 的 非 可 逆 性 吸附 很 低 。 

241 


五 、 表 面 化 学 修饰 

为 用 于 高 效 亲 和 色谱 ， 要 求 在 填充 介质 表面 配 接 相应 的 功能 基 团 。 如 前 所 述 ， 羟 基础 灰 
石 表面 可 以 进行 各 种 化 学 修饰 。  . 

总 之 ， 产 基础 灰 石 作为 色谱 柱 填充 介质 能 提供 专 一 的 选择 性 ， 具 有 高 的 键 合 容量 、 低 的 
非 可 逆 性 吸附 以 及 对 化 学 和 热 的 稳定 性 , 完全 满足 HPLC 柱 的 要 求 。 球 形 羟基 础 灰 石 的 问世 ， 
克服 了 传统 羟基 础 灰 石 晶体 的 易 碎 性 缺点 ; 合成 条 件 与 色谱 性 能 之 间 关系 的 研究 及 新 的 合成 
方法 的 出 现 ， 克 服 了 羟基 础 灰 石 因 制备 方法 不 同 而 性 能 有 所 差异 的 缺点 。 产 基础 灰 石 在 色谱 
法 中 的 应 用 将 日 趋 完善 。 


三 节 ”羟基 础 灰 石 的 制备 方法 


制备 羟基 础 灰 石 的 方法 通常 有 干 法 、 水 热 法 和 湿 法 3 种 。 用 于 色谱 填充 介质 的 羟基 础 灰 
石 的 制备 主要 以 湿 法 为 主 。 
一 、Tiselius 型 羟基 础 灰 石 的 制备 方法 
Tiselius 78 JJ x —18: 55 H«& 2E BU Bic REL Re PUB d eX SC RCIE AS 5; RERBA SD. MR 
SX BERE TEZK TA CH E dl Ic V AR Up d pu. AARE TEEDE. EE 
技术 路 线 如 图 12 -1 所 示 。 


Caftet 。 ”P 化 合 物 


图 12-1 制备 Tiselius 型 羟基 础 灰 石 的 技术 路 线 图 12-2 日 本 制备 色谱 用 羟基 础 灰 石 的 技术 路 线 


因为 Ca** 和 PO 在 水 溶液 中 可 生成 多 种 形式 的 磷酸 钙 盐 ， 因 此 通常 需 在 适当 条 件 下 使 
它们 转化 成 产 基 础 灰 石 。 

Tiselius 型 从 1956 年 开始 用 于 生物 分 子 的 色谱 法 分 离 至 今 仍 是 一 些 厂 家 的 商品 ， 如 Bio 
Rad 公司 、Fluka 公司 、Sigma 公司 拥有 相当 多 的 用 户 。 但 由 于 这 种 类 型 的 羟基 础 灰 石 晶体 不 
规则 且 往 往 虽 片 状 , 因而 在 流动 相 压力 下 受到 冲击 时 晶体 易于 破碎 , 改变 了 柱 的 填充 状态 ,使 
柱 效 降低 , 重复 性 变 差 ,妨碍 它 的 广泛 使 用 , 这 也 是 Tiselius 型 从 1956 年 问世 以 来 侍 徊 多 年 、 
无 显著 进展 的 原因 ， 

针对 Tiselius 型 的 缺点 曾 提出 过 各 种 改善 途径 ， 如 在 球形 硅胶 基质 或 其 它 基质 上 覆盖 羟 
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APPKA 9 "ao 或 制 成 粒状 、 棒 状 等 ， 弥 补 了 一 些 羟基 础 灰 石 晶体 易 雁 性 方面 的 不 足 。 

为 克服 羟基 磷 灰 石 颗粒 大 小 的 波动 ， 日 本 专利 JP86 18868 报道 了 一 种 制造 均匀 HAP 颗 
粒 的 方法 。 以 CaHPO,。2H2O 晶体 颗粒 为 先导 物质 , 在 高 于 其 脱水 温度 和 相 变 温度 而 又 不 致 
于 发 生 分 解 的 条 件 下 加 热 , 首先 脱水 、 相 变 成 为 CaHPO,, 然后 用 碱 处 理 转变 成 晶体 HAP , E 
的 大 小 较 均 匀 ， 约 1~3pm 厚 ， 数 微米 大 小 。 

”克服 羟基 砚 灰 石 片 状 晶体 易 碎 性 的 最 好 办 法 是 由 羟基 础 灰 石 微 蝇 隧 集 成 球形 颗粒 ， 这 种 
合成 方法 不 但 使 羟基 础 灰 石 颗粒 提高 了 机 械 强 度 、 而 且 大 大 提高 了 色谱 柱 的 理论 堪 板 数 。 

二 、 日 本 制备 羟基 础 灰 石 的 方法 

在 日 本 球形 羟基 础 灰 石 的 制备 一 般 采 用 两 步 法 ， 即 首先 制备 痉 基 础 灰 石 微 品 《微小 针 村 
RA. 然后 造 粒 。 造 粒 通常 采用 喷雾 法 ， 即 在 适当 粘 结 剂 存在 下 , 喷雾 干燥 羟基 础 灰 石 靶 浮 
物 成 为 球 粒 ， 合 成 流程 示意 图 如 图 12 - 2 所 示 。 

也 有 一 次 喷雾 热 解 制备 羟基 础 灰 石 的 , 如 井上 干 也 等 人 "用 硝酸 钙 和 磷酸 的 甲醇 溶液 在 
800 一 1400 心 之 内 高 温 喷雾 热 解 制备 球形 颗粒 。 此 法 制备 的 羟基 础 灰 石 颗粒 的 球形 度 较 差 , 粒 
径 分 布 较 宽 。 

日 本 人 增加 经 基础 灰 石 抗 压强 度 的 办 法 之 一 是 将 二 次 颗粒 在 不 低 于 300C 下 加 热 ， 在 不 
高 于 颗粒 分 解 温度 下 烧结 , 使 一 次 颗粒 紧 紧 粘 在 一 起 , 呈现 出 优异 的 抗 压 性 能 (JP61 49699), 

高 温 烧 结 得 到 的 所 谓 陶 瓷 羟 基础 灰 石 , 是 在 加 入 少许 配料 之 后 , 在 800 一 1400C 烧 结 而 成 
的 。 

三 、 制 备 球形 羟基 础 灰 石 的 新 方法 “ 

为 适应 羟基 磷 灰 石 当今 世界 长 足 进 展 的 形势 ， 中 国 科学 院 化 工 冶 金 研究 所 开展 了 新 型 痉 
基础 灰 石 的 研制 ， 发 展 了 两 种 新 的 制备 方法 ， 得 到 两 种 新 型 球形 羟基 础 灰 石 。 

L 球形 复合 羟基 础 灰 石 1 

制备 流程 示意 如 图 12-3. 


Ca uhi dd Ca 化 合 物 de 
| 


12-3 ili 3G ROUES AER MI BOR REAL 图 12-4 JATHIE irc ES EB Un FT BOR FE ZR 


3X RE UA F8 2) -T- d CRUS MEE CUR (CSS TE — XE AR UE I DEZ. LA i SL. MESM, 10 
一 20pm K>40um 各 种 粒 径 范围 的 球体 。 其 色谱 性 能 优 于 片 状 羟基 础 灰 石 ， 用 它 填充 的 色谱 
柱 柱 压低 、 流 速 快 。 
2. 均 相 法 球形 羟基 础 灰 石 [2 
制备 流程 如 图 12 -4 Bion. 
这 是 在 严格 控制 晶 核 数目 、 晶 体 成 长 速度 的 反应 条 件 下 得 到 的 球形 颗粒 ， 为 避免 反应 过 
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程 中 可 能 生成 的 其 它 形式 的 磷酸 钙 盐 ， 需 采用 晶 型 转化 措施 。 该 方法 可 得 到 Z— 55m. 10— 
20pm 及 30—60um 球 粒 。 该 法 制备 的 关 基 碰 灰 石 球形 度 好 ， 粒 径 分 布 较 罕 。 与 日 本 人 的 球形 
羟基 磷 灰 石 制备 工艺 相 比 ， 使 用 设备 简单 ， 过 程 简短 。 

球形 复合 HAP 和 均 相 法 球形 HAP 的 外 貌 如 图 12 - 5 和 图 12 - 5a 所 示 。 


图 12-5 复合 球形 羟基 磷 灰 石 的 外 貌 


第 四 节 ”羟基 础 灰 石 的 商品 化 情况 


已 收集 到 的 羟基 础 灰 石 样品 和 资料 列 于 表 12 - 1. 
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表 12-1 羟基 础 灰 石生 产 厂 家 及 产品 的 名 称 、 牌 号 、 性 状 
名 称 、 牌 号、 性 状 


F 家 


MEI BOUELAEBE DICE HO PIG 


Bio Rad 


Sigma 


HA - Ultrogel 

Tech. Devp. Testing Center 
Mitsui. Toatsu Chemicals 
Koken 


Central Glass 


中 图 科学 院 生物 化 学 研究 所 
中 国 科学 院 生物 物理 研究 所 


中 国 科学 院 化 工 治 金 研 究 所 


Fluka 


Bio - Gel HT 

Bio - Gel HTP 

DNA - Grade Bio - Gel HTp 

Type ! Tiselius 型 ， 片 状 

Type E Tiselius 改进 型 ， 片 状 
与 agarose 交 联 成 球 ，60~180pm 
KOBECERAM， 球 形 

KARE 

HASI, 球形 ，~5pm 

HAH Tiselius 型 ， 片 状 


- HRE 


土豆 形 

Rose des sakles 

Tiselius 型 ， 片 状 

Tiselius 型 ， 片 状 

AAR, ~5um, 10—20um, 7»40um 
HJAR, 10—20&m. 30— 605m 

High Resolution, AR 

Macrosorb C, 250— 700um, ik; 


表 12-1 BATES EBEA IP] P SRL Un HP EE Ac 17 9 EBERT E V3 4E5 Bt ^E P^ BS 3E e UK 
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的 外 狐 如 图 12 - 6 所 示 ; Sigma AF], Bio Rad 公司 和 Fluka Zi] Eje X23 Jc n i am 
图 12 - 6a 所 示 。 从 图 可 以 看 到 ， 除 Fluka 公司 的 Macrosorb C 为 球形 外 均 为 片 状 不 规则 章 
体 ， 属 于 Tiselius 型 或 Tiselius KYS HEERKE. 


图 12-6a .国外 市 售 的 羟基 磷 灰 石 的 外 貌 
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第 五 节 卷 基 础 灰 石 柱 色谱 机 理 的 研究 


一 、 实 验 
羟基 砚 灰 石柱 色谱 机 理 的 研究 是 以 大 量 的 实验 为 基础 的 ， 大 部 分 工作 是 在 70 年 代 初 由 


- Bernardi, 80 年 代 初 由 Gortunoff 和 Timasheff 以 及 近年 来 Kawasaki 等 人 作出 的 。 实 验 样品 


是 DNA、 核 苷 酸 、 多 肽 以 及 多 种 蛋白 质 。 

DNA, 实验 结果 表明 ， 羟基 磷 灰 石柱 上 的 色谱 过 程 类 似 于 阴离子 交换 色谱 ， 含 磷酸 根 离 
子 的 核酸 / 核 苷 酸 与 来 自 淋 洗 液 的 磷酸 根 在 羟基 础 灰 石 的 表面 产生 竞争 ， 从 而 产生 核酸 / 核 苷 
酸 的 淋 出 峰 ， 淋 洗 液 中 的 阳 高 子 和 氯 离子 都 不 参与 色谱 过 程 。 

Shk: 实验 结果 表明 ,多肽 通过 其 带电 基 团 (如 羧基 和 碱 基 ) 吸附 于 羟基 碰 灰 石 表面 BR 
性 多 肽 的 淋 出 机 埋 类 似 核 酸 ， 即 竞争 发 生 在 酸性 多 肽 和 磷酸 根 之 间 ， 凑 基 起 主要 作用 。 碱 性 
多 肽 可 以 用 NaCl, KCI ak CaCl: 淋 出 液 淋 出 ， 竞 争 发 生 在 碱 性 多 肽 和 阳离子 之 间 。 

蛋白 质 ， 实验 结果 表明 ， 酸 性 蛋白 质 在 羟基 础 灰 石 柱 中 的 色谱 行为 与 核酸 和 酸性 多 肽 相 
似 ， 即 对 于 酸性 蛋白 质 在 羟基 础 灰 石 柱 上 的 色谱 行为 与 阴离子 交换 色谱 法 类 似 。 碱 性 蛋白 质 
在 羟基 础 灰 石 柱 上 的 色谱 机 理 类 似 阳 离子 交换 法 ， 竞 争 发 生 在 碱 性 蛋白 质 与 淋 洗 液 中 的 阳 离 
子 之 间 ， 因 此 可 用 3mol/L NaCl, 3mol/L KCl 或 稍 低 浓度 的 CaCl, 淋 出 。 

二 、 人 假定、 推论 和 结论 
. 根据 上 述 实验 结果 以 及 后 续 的 一 些 研究 论证 ， 泾 基础 基石 在 水 体系 中 的 色谱 机 理 可 归纳 
为 下 列 几 个 方面 。 

1. 存在 两 种 不 同 的 吸附 唱 面 

羟基 础 灰 石 晶体 存在 两 种 不 同 的 吸附 面 , 凤 a 曲面 和 6 曲面 。 亦 即 存在 两 种 不 同 的 吸附 点 
C -点 和 了 -点 。 前 者 起 阴离子 交换 剂 作 用 ， 后 者 起 阳离子 交换 剂 作用 。 

映 面 上 的 吸附 点 分 别 按 单位 唱 胞 (单位 唱 胞 a 一 6 二 0. 942nm c — 0. 688nm) 的 最 小 间距 排 
列 。 而 无 机 离子 的 大 小 为 K+ 二 0. 26nm, Nat 一 0. 19nm,Ca2?+ — 0. 20nm, Mg?* 一 0. 13nm， 
H;PO,- —0. 5nm,HPO,^- —0. 5nm。 蛋 白质 分 子 大 小 为 分 子 量 10 一 100kDa@ 王 30nm 一 数 十 纳 
米 。 因 此 每 -- 无 机 离子 占据 一 个 吸附 点 ,而 较 大 分 子 量 的 蛋白 质 分 子 可 以 占 多 个 吸附 点 。 

2. 两 种 不 同 晶 面 吸附 方式 不 同 . 

蛋白 质 分 子 和 淋 洗 剂 中 的 离子 以 两 种 不 同方 式 吸附 于 羟基 磷 灰 石 的 不 同 唱 面 上 ,酸性 分 
子 和 阴离子 吸附 于 C -点 (位 于 a 晶 面 ), 碱 性 分 子 和 阳离子 吸附 于 P -点 (位 于 < 晶 面 )。 

3. 两 种 不 同 吸 附 点 的 起 因 

从 羟基 磷 灰 石 的 化 学 结构 [CaioCPO,)eCOH)s] 可 以 导出 两 种 不 同 吸 附 点 存在 的 原因 。 起 
阴离子 交换 剂 作 用 的 称 为 C -点 , 带 正 电 荷 ,为 构成 羟基 磷 灰 石 晶 体 的 钙 离 子 所 致 ;起 阳离子 
交换 剂 作用 的 称 为 P -点 , 带 负 电荷 ,由 晶体 中 的 PO, 一 离子 所 致 。 试 验 表 明 晶 体 结构 中 的 
OH -不 参与 吸附 过 程 。 . 

4. 色谱 历程 为 离子 间 竞 争 过 程 

蛋白 质 分 子 以 不 同方 式 吸附 于 羟基 础 灰 石上 ,酸性 吸附 于 C -点 , 碱 性 吸附 于 P -点 ; 淋 洗 
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' 剂 KP(KH;PO,, K;HPO, 溶液 ) 或 NaP (NaH;PO,, Na;HPO, ERO B PO, BREF C -点 ,而 


阳离子 K' 或 Na! 只 能 吸附 于 P -点 。 因 而 在 色谱 过 程 中 酸性 分 子 与 PO,2 RESTS K E 
Na 之 间 产 生 竞 争 ;色谱 过 程 中 羟基 磷 灰 石 的 C -点 或 P -点 通常 先 由 样品 分 子 覆 盖 , 而 晶体 的 
其 余部 分 由 竞争 离子 覆盖 。 
在 梯度 淋 洗 色谱 法 中 ,吸附 于 柱 进 口 的 样品 分 子 因 来 自 淋 洗 剂 离子 浓度 递增 的 竞争 而 被 
赶 出 原 吸附 点 ,因而 展现 出 解吸 色谱 。 
S. 两 种 吸附 方式 之 间 遵 从 统计 力学 定律 
根据 统计 力学 定律 ， 两 种 不 同 吸附 方式 之 间 遵从 Boltzmann 分 布 ,PI(Isoelectric Point , 等 
BO 主要 吸附 于 C -点 ;PI>7 主要 吸附 于 了 -点 。 核 役 或 核 音 酸 ,通过 含 移 基 团 吸附 于 C 
一 点 。 
6. 两 种 不 同 吸附 点 存在 的 实验 证 实 
, Kawasaki" 通过 一 系列 实验 直接 证 实 了 两 种 不 同 吸 附 点 的 存在 。 
7. 双 梯 度 HPLC 技术 
所 谓 双 梯度 HPLC 技术 ,就 是 在 同一 色谱 分 离 过 程 中 先后 采用 两 种 不 同性 质 的 淋 洗 剂 
《如 阴离子 交换 淋 洗 剂 和 阳离子 交换 淋 洗 剂 ) 进 行 梯度 淋 洗 。 如 样品 含 BSA (PI 二 4.7)、 细 胞 色 
K C(PI==9.8~10.1) 和 溶菌 酶 (PI 二 10. 5 一 11. 0) ,第 一 梯度 用 KCI 溶液 先 淋 出 碱 性 分 子 溶菌 
酶 和 细胞 色素 C; 第 二 梯度 用 KP 淋 洗 剂 淋 出 酸性 分 子 BSA, 如 图 12-7 所 示 59 。 这 一 结果 充 
分 证 实 了 上 述 的 羟基 础 灰 石 的 基本 色谱 机 理 。 
8. HAP 色谱 法 的 高 特征 性 | 
在 HAP 晶体 面 上 ,和 欲 分 离 分 子 可 取 许 多 不 同 的 吸附 配置 , 即 分 子 以 许多 不 同 的 局 部 面 面 
向 HAP 晶体 ,在 HAP 晶 面 上 取 不 同 的 方位 。 在 诸多 配置 中 服从 Boltzmann 分 布 , 且 能 量 最 稳 
定 吸附 配置 达 最 高 几率 。 .. 
由 于 HAP 唱 面 的 规则 的 立体 化 学 结构 ,可 以 分 辩 被 吸附 分 子 局 部 表面 上 原子 几何 排列 
的 微小 差别 ,因而 具有 类 似 于 亲 和 色 谱 的 特性 。 

“ 正 是 这 些 特 性 在 电泳 、. 凝 胶 色谱 、 离 子 交 换 和 反 相 HPLC 中 只 能 得 到 一 个 峰 的 肿瘤 坏死 
因子 (Tumour necrosis factor,h - TNF) 样品, 用 HAP 色谱 可 得 到 4 个 峰 、 即 HAP 色谱 可 分 
辨 结构 上 微妙 差别 的 蛋白 质 。 

9. AERE HPLC 线性 梯度 色谱 理论 

这 主要 涉及 以 下 两 个 方面 。 

(1) 吸附 和 解吸 的 定量 研究 

根据 大 量 的 试验 结果 ,针对 两 种 不 同 吸附 点 提出 了 竞争 模型 (Competition ModeD ,其 主 
要 内 容 为 : ` 

(D 在 羟基 础 浆 石 晶体 表面 的 吸附 中 心 以 某 种 规则 方式 排列 ,样品 分 子 的 吸附 基 团 与 淋 洗 
液 中 的 梯度 组 分 为 占有 这 些 吸附 点 而 产生 竞争 。 

Q) 在 低 进 样 量 情况 下 ,每 一 样品 组 分 的 分 子 独立 地 从 柱 的 进口 向 柱 的 出 口 移动 直到 其 在 
流动 相 与 静止 相间 达到 热力 学 平衡 。 一 

在 这 种 条 件 下 导出 了 吸附 强度 表达 式 。 

(20 浓度 梯度 作用 的 定量 研究 3 
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吸光 度 (280nm) 
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图 12-7 双 梯 度 技术 验证 HAP 的 色谱 机 理 
(a)BSAC0. 17mg) ,细胞 色素 C(56ug) 和 鸡 溶菌 酶 (26pg) 混 合 样品 的 双 梯度 色谱 
实验 条 件 : 柱 直径 ==6mm, 柱 长 =3 十 10(cm) ,HAP 填充 ; 
Minc = 10mmol,, g' cci; — 10. 4mmol/ml(g' «co (直径 二 lcm)=3.75mmol/ml); 
min(KP) = 1Ommol, g' Pkr — 6. 94mmol/mlCg' eka (A= 1m) — 2. 5mmol/mD ; 
MÆ — 0. 97 ml/min; 
压力 =1. 8 一 2. 1MPa; 
_ -温度 一 24. 3Ci [a ipo — 96 94 
(b)BSACO. 17mg)、 细 胞 色素 C(56pg) 和 鸡 溶菌 酶 (26pg) 混 合 样品 的 KP 梯度 色谱 
实验 条 件 ;色谱 柱 同 (a); EN 
min(KP) = lOmmol, g' (p; —6. 94mmol/ml(g' c»; CÉ f$ = 1cm) —2. 5mmol/ml); 
流速 二 0. 97ml/min; ' 
压力 =1. 8—2. IMPa; 
dE —24.3'C; Fro — 107 6 
PE ;mincx) 一 淋 洗 剂 X 的 初始 容积 摩尔 浓度 ;g' oo 一 淋 洗 剂 X 的 容积 摩尔 浓度 梯度 ;BSA 一 牛 血 清白 蛋白 
在 低 进 样 量 情况 下 导出 了 淋 洗 剂 浓度 .样品 吸附 强度 和 竞争 组 分 吸附 强度 以 及 竞争 离子 
数目 之 间 的 表达 式 ( 不 考虑 样品 分 子 之 间 的 相互 作用 )。 
在 过 载 进 样 情况 下 ,必须 考虑 样品 分 子 间 的 相互 作用 、 分 子 的 不 对 称 形状 等 因素 ,建立 了 
两 个 模型 , 
(D 无 定型 相模 型 (Amorphous phase mode) 它 假定 样品 分 子 任意 地 吸附 于 HAP 表面， 
且 相 互 平 行 ; 
© 淮 晶 态 相 模型 (Quasi -Crystalline phase mode) 假定 棒 形 分 子 由 于 能 量 排斥 作用 相 
互 平行 排列 , 且 不 相互 重合 。 . 
当 与 竞争 模型 结合 考 虚 时 ,矩形 色谱 符合 无 定型 相模 型 ,而 带 尾巴 的 直角 三 角形 色谱 符合 
准 唱 态 相模 型 。 在 过 载 进 样 量 情况 下 , 准 晶 态 相 模型 常常 与 实验 色谱 相符 合 。 应 用 这 些 模 型 预 
测 样品 淋 出 的 理论 色谱 ,往往 能 与 实验 色谱 相近 ,从 而 证 实 了 模型 在 某 些 条 件 下 的 正确 性 。 
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“第 六 节 ， 羟基 础 灰 石 在 生物 大 分 子 分 离 纯化 中 的 应 用 


羟基 础 灰 石 用 于 生物 分 子 分 离 纯化 的 研究 ,大 致 可 分 为 两 个 阶段 :第 一 阶段 ,1956 年 开始 
至 1984 年 前 后 ,羟基 磷 灰 石 主要 填充 于 开口 柱 。 从 大 量 数 据 导出 了 基本 色谱 机 理 。 第 二 阶段 ， 
从 1984 年 前 后 至 今 ,羟基 础 灰 石 专用 介质 主要 应 用 于 HPLC HERR. 应 用 近代 色谱 理论 建立 
了 数学 模型 ,尝试 利用 样品 的 一 些 物化 特性 来 预测 色谱 分 离 状况 。 

一 .一 般 应 用 领域 | 

在 水 体系 中 ,羟基 础 灰 石 用 于 生物 分 子 的 色谱 分 离 纯 化 的 大 量 工 作 集 中 在 糖 类 .多 肽 和 和 蛋 C 
白质 , 1985— 1990 年 5 年 间 “Journal of Chromatography ”刊载 索引 的 应 用 报告 列 于 表 12 -2， 
通过 表 列 内 容 可 以 看 到 HAP 应 用 的 领域 及 状况 。 

从 表 12 - 2 可 看 出 , 酶 的 分 离 纯 化 应 用 占 很 大 比重 ,其 次 是 蛋白 质 ,而 1990 年 的 报道 几乎 
全 是 蛋白 质 分 离 纯 化 应 用 。 
”二 , 单 克 隆 抗体 的 分 离 纯 化 

尖 基 础 灰 石 柱 色 谱 为 单 克隆 抗体 (Monoclonal Antibodies ,MoAb) 分 离 纯 化 的 3 个 主要 


% 12-2 HAP 应 用 于 生物 大 分 子 分 离 纯化 的 部 分 情况 


样 5h x FR 
RX.: 单 糖 、 低 糖 35 
多 糖 、 粘 多 糖 、 类 多 糖 36~38 
糖 蛋白 39—41 
氨基 酸 、 多 肽 : [Ed PESE . 42 
多 肽 、 多 肽 和 和 蛋白质 荷尔蒙 增长 因子 43~45 
EHM: 一 般 技术 46 一 56 
细胞 蛋白 .病毒 和 亚 细 胞 颗粒 57~59 
基因 工程 合成 蛋白 质 ( 单 克隆 抗体 除外 咏 ) 60 
幼 苦 和 植物 蛋白 61~72 
血液 .血清 和 血清 蛋白 73 一 80 
A SE E 81,82 
精 蛋 白 、 组 蛋白 和 其 它 核 蛋白 83 一 85 
色 和 蛋白 和 金属 蛋白 : . 86—91 
腺 蛋白 、 腺 产物 及 各 种 酶 原 92~95 
A F B A R E H i 96~107 
瘤 组 织 和 变态 细胞 蛋白 . 108 
特殊 粘 结 和 受 体 蛋 和 白 109—125 
其 它 蛋 白 ( 包 括 酶 活性 蛋白 抑制 剂 ) 126,127 
5B. 氧化 还 原 酶 128~171 
DI 172—193 
HEB TEN 194—216 
“水 解 酶 : 217—264 
258 , 265~273 
Ezi d 274 一 277 
ERN 278 一 284 
复杂 混合 物 和 未 确定 蔚 285~ 287 


@ 单 克隆 抗体 分 离 纯化 见 第 六 节 的 二 。 
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方法 之 一 , 另 二 种 是 Protein A 和 阴离子 交换 树脂 (DEAE) 。Poiesirzs9] 比 较 了 这 3 种 方法 。 对 
于 和 蛋白质 回收 .MoAb 纯度 和 免疫 反应 性 ,3 种 方法 相近 ,其 差异 在 于 HAP 能 纯化 IgM , 淋 洗 
条 件 非常 温和 ,可 保存 MoAb 活性 ; Protein A 能 纯化 IgG E% CER, IgM 不 能 定量 纯化 ); 
DEAE 能 纯化 IgG 和 IgM , 淋 洗 条 件 温 和 ,可 保存 MoAb 活性 ,但 常 夹带 铁 传递 蛋白 。 

HAP 用 于 单 克隆 抗体 纯化 已 达 制 备 级 或 工业 规模 。Bio Rad 公司 已 出 售 Maps 单 克 隆 抗 
体 纯 化 的 专用 设备 ,其 色谱 柱 为 Tiselius 型 羟基 础 灰 石 填充 。 

HAP 色谱 纯化 MoAb 有 下 列 几 个 特点 。 

1. 方法 简单 .快速 

Juares - Salinas[2e] 等 人 报道 ,高 性 能 HAP 色谱 法 是 揭示 用 常规 方法 从 鼠 腹 水 纯化 的 单 
克隆 抗体 是 异 质 性 的 简单 方法 ，Brooks[29 认 为 ,用 HAP 从 单 克隆 抗体 中 能 很 好 地 除去 污染 
W. Bukovsky 等 人 [0 从 鼠 腹 水 和 细胞 培养 上 清 液 用 HAP 色谱 法 仅 一 步 梯 度 淋 洗 就 简单 、 快 
速 纯 化 了 灰 鼠 或 人 单 克 隆 抗 体 。 用 Protein A 结合 于 HAP 基质 可 使 IgG 快速 而 有 效 地 纯化 。 
Yamakawa 等 人 55 综 述 了 这 一 简单 而 有 效 的 羟基 础 灰 石 HPLC 用 于 单 克 隆 抗体 IgG 和 IgM 
的 分 离 和 纯化 方法 。 

2. 分 离 MoAb FÆ 

Yamakawa 等 人 "1 用 球形 HAP 填充 的 HPLC 柱 成 功 地 从 血清 蛋白 定量 纯化 了 16 种 单 
克隆 抗体 (包括 IgG 和 IgM 的 四 个 亚 类 ) lino H HAP 填充 的 柱 从 鼠 腹 水 中 分 离 纯 化 单 克 
隆 抗 体 (IgG、IgGw。、IgGw、IgGs 和 IgM) ,分辨 率 令 人 满意 。Juarez -S 等 人 [5 用 HAP 填充 柱 
HPLC 非常 好 地 分 离 了 由 杂交 产生 的 IgG 遗传 型 ,这 是 其 它 色 谱 技 术 不 能 达到 的 。 

Engelhorn 等 人 2 报道 了 用 梯度 淋 洗 HAP 色谱 法 纯化 同型 仅 轻 链 组 分 不 同 的 单 克 隆 抗 
体 。 

采用 双 梯 度 技 术 ,Kawasaki[2 分 离 纯化 了 单 克 隆 抗 体 IgG 1 .IgG 和 IgG EX. 

3. 单 克隆 抗体 绅 度 及 活性 高 

Stanker 等 人 中 报道 应 用 HAP 柱 色谱 一 步 直接 从 鼠 腹 水 中 纯化 鼠 单 克 隆 抗 体 ,得 到 高 
纯度 产物 。Poiesi 等 人 Ca 应 用 HAP 柱 HPLC 纯化 单 克隆 抗体 ,纯度 达 98. 3% (HP -GPC 分 
析 ) , 比 活性 为 318000.Engelhorn 等 人 %9 从 同一 类 型 抗原 的 抗体 中 纯化 的 单 克 隆 抗 体 保 持 初 
始 活 性 在 90% 以 上 ， 

4. 低 成 本 

从 单 克隆 抗体 分 离 纯化 的 3 个 主要 方法 中 使 用 的 填充 介质 来 看 ,HAP 的 价格 远 低 于 
Protien A 和 DEAE 类 ,如 Mono Q. 

当前 HAP 色谱 用 于 单 克隆 抗体 分 离 纯化 的 大 部 分 工作 用 的 仍然 是 Tiselius 型 HAP。 利 
用 大 小 均匀 、 小 粒 径 球 形 HAP 的 HPLC 已 显示 出 更 高 的 纯化 效果 。 

三 、 结 构 差异 很 小 的 蛋白 质 分 离 

基于 羟基 磷 灰 石 的 晶体 特性 和 立体 化 学 结构 ,分 子 可 采取 多 种 方式 吸附 于 其 晶体 表面 , 即 
分 子 以 不 同 面 面 向 晶体 表面 ,并 以 不 同方 向 排列 ,在 这 些 吸 附 配 置 之 间 服从 Boltzmann 分 布 ， 
且 能 量 最 稳定 状态 配置 的 几率 最 高 。 当 面向 晶体 表面 的 分 子 处 在 最 稳定 配置 时 该 分 子 的 立体 
化 学 结构 能 被 HAP 表面 规则 性 的 结构 所 识别 ,所 以 结构 上 只 有 微 纱 差别 的 分 子 用 HAP 色谱 
法 能 够 得 到 分 离 。 
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例如 ,人 体 肿 瘤 坏死 因子 (h - TNF) 的 蛋白 分 子 结构 上 差异 很 小 ,应 用 HAP 色谱 法 可 以 
得 到 分 离 , 有 4 个 色谱 峰 , 如 图 12 - 8 所 示 , 而 用 电泳 .离子 交换 色谱 法 和 反 向 HPLC. 只 能 得 到 
一 个 峰 ,这 充分 说 明 HAP 色谱 的 特殊 能 力 。 


1.0 


图 12-8 h-TNF H HAP 色谱 分 离 [33] 
柱 直 径 ==7. 5mm, 柱 长 = 10cm; 

磷酸 钠 缓冲 溶 液 线性 梯度 淋 洗 :10 一 400mmol/L; 
淋 洗 时 间 == 60min; 

流速 一 0. 5cm/min 


0.5 


吸光 上 度 (280nm) 


20 40 60 
淋 洗 时 间 , min 


\`\ 有 机 溶剂 体系 中 的 羟基 础 灰 石 HPLC 
在 有 机 溶剂 体系 中 羟基 础 灰 石 HPLC 的 应 用 目前 并 未 开展 大 量 工 作 ， 但 已 经 认为 在 有 机 
体系 中 HAP 的 色谱 机 理 是 与 水 体系 中 的 机 理 完全 不 同 的 。 
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第 一 节 概 xt 


生物 工程 的 最 终 目的 是 要 制造 出 能 为 人 类 所 利用 的 产品 ,这 种 产品 主要 是 蛋白 质 或 多 肽 ， 
往往 要 求 应 具有 极 高 的 纯度 ,特别 是 当 它们 作为 医药 制品 时 ,更 是 如 此 .因此 目前 普遍 认 为 ,在 
生物 工程 的 研究 成 果 转 化 成 有 商品 价值 的 产品 的 过 程 中 ,其 下 游 处 理 ( 即 对 原核 或 真 核 细胞 产 
物 的 分 离 纯 化 过 程 ) 的 花费 将 在 全 部 生产 成 本 中 占有 相当 大 的 比重 "。 
下 游 处 理 中 所 涉及 的 各 种 分 离 纯 化 手段 ,原则 上 可 分 为 两 类 “~”。 一 类 是 分 辨 力 较 低 、 主 
要 用 于 初级 处 理 中 的 方法 ,如 分 级 沉淀 、 超 滤 等 ; 另 一 类 则 是 分 辨 力 较 高 .主要 用 于 精细 分 离 中 
的 技术 ,如 色谱 技术 和 电泳 技术 。 在 后 一 类 的 手段 中 ,色谱 技术 又 因 其 具有 多 种 不 同 的 分 离 机 
理 , 设 备 简单 ,便于 进行 自动 化 控制 和 不 会 在 分 离 过 程 中 出 现 发 热 . 相 变 等 有 害 效应 ,使 其 在 实 
际 的 分 离 提 纯 流 程 中 的 应 用 较 电 泳 更 为 广泛 ,在 生物 工程 下 游 处 理 中 占有 重要 的 地 位 ?，。 
色谱 法 是 目前 在 生物 样品 的 分 析 分 离 中 最 常用 的 技术 之 一 。 自 其 发 明 后 的 一 百 余年 来 ,无 
论 是 经 典 低压 .中 压 色谱 柱 , 还 是 现代 高 效 液 相 色谱 柱 , 其 结构 大 致 相似 .色谱 柱 主 要 是 由 柱 管 
及 色谱 柱 填料 组 成 ,流体 在 柱 内 的 流向 是 从 柱 的 一 端 流 向 另 一 端 。 当 制备 分 离 是 主要 目的 时 ， 
为 增加 制备 量 必须 对 柱 结构 进行 改进 ,一 般 有 两 种 方法 :(1) 保持 柱 直径 不 变 ,增加 柱 长 ; (2) 
保持 柱 长 不 变 , 加 大 柱 径 。 这 两 种 改进 后 的 色谱 柱 都 可 以 提高 分 离 能 力 ,增加 制备 量 。 然 而 
使 用 第 一 种 方法 时 , 随 着 色谱 柱 长 度 的 增加 ,样品 的 保留 时 间 延 长 ,压力 也 增加 , 故 一 般 不 采 
Hi. 目前 比较 常用 的 方法 是 逐渐 增加 柱 直 径 , 以 达到 增加 处 理 量 的 目的 。 首先 用 分 析 型 色谱 柱 
摸索 分 离 条 件 ,再 根据 所 需要 的 制备 量 , 采 用 经 验 公式 计算 出 所 需要 的 制备 柱 直径 ,进行 实验 
制备 .但 是 实践 表明 , 随 着 色谱 柱 直径 的 增加 ,在 原来 的 条 件 下 进行 的 实验 往往 不 合适 ,特别 是 
希望 一 步 放 大 较 高 倍数 时 ,结果 更 是 令 人 不 满意 。 对 于 大 规模 制备 ,都 是 先进 行 逐 级 摸索 分 离 
条 件 , 再 逐渐 增加 色谱 柱 的 直径 ,这 就 是 采用 现代 高 效 液 相 色谱 作 制 备 的 突出 困难 之 一 .特别 
是 对 生物 样品 的 分 离 纯 化 过 程 中 ,采用 液 相 色谱 技术 的 最 终 目的 往往 不 是 分 析 而 是 制备 ,并 且 
生物 样品 的 要 求 十 分 苛刻 ,对 环境 的 要 求 ( 如 pH 值 , 温 度 、 盐 浓度 和 流动 相 的 组 成 ) 均 较 严 ,加 
之 生物 样品 组 成 极其 复杂 ,分 子 量 较 大 ,敏感 部 位 较 多 ,这 样 就 更 增加 了 应 用 的 难度 ,迫切 需要 
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发 展 出 新 型 的 色谱 柱 技术 。 
第 二 节 ， 径 向 色谱 柱 结构 


为 解决 上 述 困 难 , 近 年 来 国际 上 出 现 了 一 种 称 作 径 向 色谱 柱 (Radial Flow 
Chromatographic Column) 的 新 技术 ,从 原理 上 解决 了 传统 色谱 柱 技术 所 存在 的 问题 ,其 实质 
是 色谱 分 离 原理 同 膜 分 离 过 程 的 结合 *。 

径 向 色谱 柱 的 结构 原理 如 图 13-1 所 示 , 径 向 色谱 柱 采用 了 径 向 流动 技术 ,样品 和 流动 相 
是 从 柱 的 圆周 围 流向 柱 圆 心 (而 不 是 如 传统 色谱 柱 即 轴 向 色谱 柱 , 样 品 和 流动 相 是 从 柱 的 一 端 


流向 另 一 端 ) ,可 在 较 小 的 柱 床 层 高 度 时 使 用 较 大 的 流动 相 流速 ;同时 因 圆柱 柱 表面 积 一 般 大 . 


于 其 横 截 面积 ,所 以 在 流动 相 保持 较 高 的 体积 速度 时 , 反 压 降 较 低 : 当 保持 制备 色谱 柱 直 径 不 
变 . 只 增加 柱 长 时 ,可 以 线性 增 大 样品 处 理 量 ,样品 的 规模 可 在 保持 相似 的 色谱 条 件 下 直接 放 
大 ,各 组 分 的 保留 时 间 及 分 辩 情 况 与 分 析 时 完全 相同 。 图 13 -2 是 分 离 小 鼠 腹 水 时 放大 和 情 

况 中 。 如 果 需 要 更 进一步 放大 规模 ,直到 工业 生产 时 ,还 可 将 径 向 色谱 柱 串 联 或 并 联 使 用 。 据 文 
献 报道 ,从 实验 规模 到 大 规模 的 多 柱 并 联 可 放大 240 fi. 


中 央 核心 


图 13 -1 径 向 色谱 柱 的 结构 和 原理 
w 垂直 断面 图 (示意 ); W 水 平 断 面 图 (示意 ) 


Superflo 
一 100 柱 


RHE 
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由 于 径 向 色谱 柱 的 反 压 较 低 ,允许 使 用 较 高 的 流动 相 流速 ,样品 出 峰 较 快 ,对 设备 的 要 求 
较 低 ,通常 的 低压 色谱 系统 就 可 满足 要 求 。 图 13 - 3 是 典型 的 径 向 色谱 柱 操 作 装置 示意 图 . 


图 13-3 径 向 色谱 柱 操作 装置 图 
1 一 预 平衡 液 ， 2 一 样品 ; 3 一 流动 相 ， 4—B; 
5 一 泵 ; 6 一 径 向 色谱 柱 ; 7 一 流量 计 ; 8—H 
力 表 ; 9 一 检测 器 ; 10 一 记录 议 


第 三 节 ” 径 向 色谱 柱 填料 


进行 生物 样品 分 离 纯化 的 一 个 重要 课题 是 研究 出 适合 于 生物 大 分 子 分 离 纯 化 的 色谱 填 
料 。 在 高 效 液 相 色谱 发 展 初 期 问世 的 色谱 填料 对 于 生物 样品 的 分 离 大 多 数 已 不 适用 ,它们 的 孔 
径 小 、. 极 性 高 ,对 生物 大 分 子 常 造 成 不 可 道 性 吸附 ,有 时 即便 能 使 分 离 组 分 冲洗 出 柱 , 但 因 所 用 
的 冲洗 条 件 过 于 剧烈 而 导致 被 分 离 组 分 活性 丧失 . 正 因 如 此 , 径 向 色谱 柱 的 填料 是 完全 重新 设 
计 合 成 的 。 

目前 应 用 于 径 向 色谱 柱 的 填料 主要 是 在 多 糖 类 物质 ,如 纤维 素 、. 葡 聚 糖 或 琼脂 糖 基质 上 共 
聚 或 接 枝 而 合成 的 混合 填料 。 这 类 的 填料 有 较 多 的 优点 :(1) 多 糖 类 物质 一 般 都 是 植物 类 物 
质 ,作为 生物 大 分 子 的 分 离 材料 已 有 二 三 十 年 的 历史 ,对 生物 样品 的 吸附 作用 很 低 ,不 影响 大 
分 子 的 活性 ;(2)， 这 类 物质 的 分 子 结构 一 般 都 有 较 多 的 反应 点 (如 羟基 一 OH) ,易于 进行 化 学 - 
反应 处 理 ;(3) 目前 一 般 使 用 的 色谱 填料 是 通过 酯 化 、 醚 化 或 氧化 等 方法 ,直接 在 多 糖 类 基质 
上 反应 .引入 必要 的 官能 团 而 成 。 尽 管 可 以 不 破坏 基质 本 身 的 结构 ,但 所 获得 的 产品 与 生物 样 
品 作用 的 容量 较 低 ,因而 色谱 柱 容 量 也 较 小 ,很 难 满足 现代 生物 工程 中 下 游 大 规模 处 理 的 需 
要 ;(4) ”新 设计 合成 的 填料 是 在 多 糖 类 基质 上 通过 接 枝 京 合 反应 ,以 化 学 共 价 键 结合 上 有 机 
聚合 物 ,形成 一 部 分 是 具有 稳定 结构 的 半 刚 性 部 分 , 另 一 部 分 则 是 较 软 的 聚合 物 。 通 过 调整 两 
部 分 的 比例 可 以 获得 不 同 容量 的 填料 ,同时 随 着 聚合 物 组 份 的 引入 ,改善 了 多 糖 类 物质 强度 不 
够 高 的 缺点 ,可 以 承受 径 向 色谱 柱 的 流动 相 高 速 冲击 ;(5) 聚合 物 通 过 化 学 共 价 键 联 于 多 糖 
基质 ,结合 强度 较 高 ,聚合 度 可 以 根据 需要 进行 方便 的 调整 ,从 根本 上 解决 了 单纯 聚合 物 填 料 
自身 的 缺陷 ; 低 交 联 度 时 ,孔径 较 大 但 强度 低 , 极 易 溶 胀 ;高 交 联 度 时 ,强度 增加 不 易 随 溶 剂 的 
作用 而 洲 胀 ,但 孔径 缩小 ,不 适合 于 生物 大 分 子 的 分 离 。 

从 已 发 表 的 文献 来 看 ， 径 向 色谱 柱 使 用 的 填料 主要 还 是 离子 交换 型 和 亲 和 色 谱 型 ， 这 与 现 
在 生物 样品 分 离 纯化 所 选用 色谱 填料 的 趋势 一 致 。 表 13 -1 Æ J. Bonnerjea 等 统计 各 种 色谱 技 
术 在 蛋白 质 提纯 中 的 使 用 率 及 提纯 效率 "”。 

从 表 13 -1 可 以 看 出 ,在 各 类 色谱 技术 中 ,离子 交换 色谱 的 使 用 率 最 高 ,而 其 中 又 以 二 乙 
基 胺 基 乙 幕 纤维 素 (DEAE -纤维 素 ) 使 用 最 多 ,其 次 为 羟 甲 基 纤 维 素 (CM -纤维 素 ) 和 磷酸 纤 
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维 素 (P -纤维 素 )。 提 纯 倍 数 以 亲 和 色 谱 为 最 高 ,而 其 中 又 以 利用 免疫 沉淀 机 制 的 配 直 及 三 嗪 
染料 配 基 的 亲 和 色 谱 最 为 多 用 。 
径 向 色谱 柱 填 料 之 所 以 多 选用 这 两 种 类 型 ,主要 因为 这 两 类 介质 具有 高 选择 性 ,可 用 来 克 
服 径 向 色谱 柱 柱 径 短 的 缺陷 。 具 有 高 选择 性 的 填料 , 当 容量 较 大 时 , 它 制 成 的 径 向 色谱 柱 具 有 
速度 高 ,处理 量 大 等 优点 。 
衷 13-1 各 种 色谱 技术 在 蛋白 质 样 品 中 比较 


EHR, X 平均 提纯 倍数 最 高 提纯 倍数 
离子 交换 75 8 60 
亲 A 60 600 >1000 
BUB LUE 50 6 120 
无 机 吸附 >33 15 100 
CK PERI >33 20 60 


径 向 色谱 柱 填料 可 用 以 下 方法 实现 ,G) 通过 以 基质 与 含有 能 与 生物 大 分 子 作 用 官能 团 
的 乙烯 基 化 合 物 直接 进行 接 枝 共 育 ;(2) 基质 与 含 乙 烯 基 的 化 合 物 接 枝 聚 合 ,再 引入 官能 团 
而 得 。13 -4 是 获得 的 径 向 色谱 柱 填料 的 物理 结构 示意 图 。 


© 
HCO oH HCO OH 


ao ope died -o-(ol-o-r tit ge ac 
2- H co ÓH mon HCO 


S 2 图 13-4 径 向 色谱 填料 示意 图 
O 分离 作用 活性 点 ,如 离子 交换 基 团 、 亲 和 配 基 等 


第 四 节 ”经 向 色谱 柱 的 应 用 


从 已 发 表 的 文献 看 , 径 向 色谱 柱 在 生物 制剂 ,血液 制品 以 及 基因 工程 产品 等 方面 已 大 量 使 

用 ,其 结果 是 积极 的 。 图 13 - 5 是 不 同 规格 径 向 色谱 柱 的 线性 放大 能 力 示意 图 ,可 以 看 出 当 径 

向 色谱 柱 保持 柱 径 不 变 . 只 增加 柱 长 时 ,其 处 理 能 力 是 线性 增加 的 。 表 13 -2 一 表 13 -4 是 径 向 

色谱 柱 与 传统 的 轴 向 色谱 柱 处 理 能 力 的 比较 中 。 从 表 13 - 2 可 看 出 , 当 柱 体积 相差 不 大 时 , 径 

向 柱 的 流速 和 班 产 率 高 于 轴 向 柱 , 分 别 是 后 者 的 3 一 3.8 和 3 倍 。 从 表 13 - 3 可 看 出 在 生产 规 
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模 、 流 速 和 班 产 相同 时 , 径 向 柱 的 体积 只 需 轴 向 柱 的 1/3 左右 即 可 . 表 13 -4 表明 ,尽管 径 向 色 
谱 柱 比 轴 向 柱 体积 放大 了 5 倍 以 上 ,但 所 获得 结果 仍 优 于 轴 向 柱 。 


多 柱 系统 


1400 ——— 5 
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2 图 13-5 径 向 色谱 柱 的 线性 放大 


P4 


+i 30 (. Zetaprep 1000 
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5131-2 中 试 规模 径 向 柱 与 轴 向 柱 经 济 性 比较 


. 轴 疝 柱 径 向 柱 
流速 25L/h , 75 95L/h 
P ` 350L/3 H 350L/Xt 
l ERG 16L 201. 


513-3 相同 生产 规模 的 径 向 柱 与 轴 向 柱 的 比较 


轴 向 柱 径 向 柱 
流速 200L/h 200L/h 
产 率 1000L/ 班 1000L/ 

柱 尺寸 160L 60L 


OSS O m m mamama 


wi- 轴 向 柱 与 径 向 柱 的 抗 凝 血 剂 回收 率 的 比较 ” 


体积 上 和 样 流速 柱 流速 抽 提 蛋白 量 — 抽 提 活性 回收 活性 "m 
mi ml/min L/h mg IU IU % 


全 所 装填 料 为 Histidyl Sepharose, 


下 面 介绍 径 向 色谱 柱 在 生物 样品 的 分 离 纯化 中 的 应 用 ， 

一 、 庙 液 制 品 l 

血液 制品 的 获得 不 仅 在 治疗 医学 (如 分 级 输血 ) 方 面 ， 而 且 在 理论 上 研究 某 种 病因 、 富 集 微 
量 物质 ,都 有 极 大 的 应 用 。Kenneth C. Hou 报道 了 8L 人 血浆 的 分 离 制备 ”在 数 十 分 钟 内 
可 获得 纯度 为 100% 的 免疫 球 蛋 白 (IgG) .纯度 为 85% 的 转 铁 蛋 白 (Transferrin) 和 802688 F1 
€ E (Albumin) ,如 图 13 - 6。 作者 曾 将 DEAE 和 CM 两 种 不 同 离子 交换 型 径 向 色谱 柱 串 联 以 
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分 离 人 血浆 蛋白 ,上 样 后 将 两 柱 拆 开 ,分 别 用 含 盐 的 流动 相 冲 洗 , 如 图 13 -7 .图 13 -8。CM 柱 
冲洗 下 来 的 3 个 峰 收 集 后 ,经 等 电 聚 焦 电 泳 证 实 ,为 具有 3 种 不 同等 电 点 的 免疫 球 蛋 白 (IgG )，; 
DEAE 柱 冲洗 下 来 的 3 个 峰 经 SDS -PAGE 扫描 后 征 实 为 白 蛋 白 ( 纯 度 大 于 90%)、 部 分 白 蛋 
白 ( 等 电 点 PI 有 变异 ) 和 血浆 中 的 其 它 蛋 白 (主要 是 转 铁 蛋白 )。 根 据 白 蛋白 和 IgG 在 血浆 中 的 
含量 计算 蛋白 回收 率 在 ?0% 以 上 。 采用 丙种 不 同 离子 交换 官能 团 的 径 向 色谱 柱 串 联 分 离 人 血 
浆 的 优点 是 : 柱 负 荷 能 力 大 ,利用 率 高 ,冲洗 简单 且 快 速 。 


100%IgG 80% HEH 


40% 白 蛋白 图 13-6 人 血浆 的 大 规模 分 离 
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图 13 -9 是 作者 利用 CM 柱 分 离 小 牛 血清 的 谱 图 .从 图 中 可 看 出 ,小 牛 血清 的 主要 成 份 是 
牛 血清 白 蛋 白 , 其 它 蛋 白 如 转 铁 蛋白 、 血 红 蛋 白 含量 较 少 ,经 SDS -PAGE 证 实 , 所 分 离 的 牛 血 
清白 蛋白 基本 为 一 纯 品 ,总 蛋白 回收 率 大 于 90% 

对 于 血浆 蛋白 这 样 组 成 极为 复杂 的 样品 ,只 要 选择 合适 的 径 向 色谱 柱 , 都 可 以 获得 满意 的 
结果 ,并且 分 离 速度 快 ,产品 纯度 高 ,负荷 量 较 大 ,整个 过 程 极为 简单 ,可 以 原 位 消毒 ,完全 可 符 
代目 前 使 用 的 分 级 沉淀 、 离 心 法 。 

以 小 牛 血清 为 样品 作者 还 证 实 了 径 向 色谱 柱 的 线性 放大 能 力 。 图 13 - 10 是 牛 血清 上 样 量 
增加 6 倍 时 的 分 离谱 图 。 可 以 看 出 虽然 上 样 量 增 加 了 倍数 ,但 只 要 适当 的 增加 柱 长 ,分 离 结果 
几乎 完全 一 样 ,这 样 对 于 从 分 析 到 制备 过 程 简化 带 来 了 许多 便利 。 如 果 还 需要 继续 提高 制备 
量 , 从 理论 上 讲 只 需 增 加 柱 长 就 可 以 满足 ,但 一 般 的 实际 应 用 采用 相同 的 径 向 色谱 柱 并 联 来 实 
现 。 
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图 13-10 CM 型 柱 分 离 小 牛 血清 的 放大 


二 、 生 物 样品 
生物 样品 种 类 较 多 ,无 论 是 应 用 还 是 对 其 结构 ,性 能 的 研究 都 需 提 高 纯度 后 才能 进行 。 这 
- 样 的 样品 往往 体积 较 大 ,样品 纯度 低 , 活 性 又 高 ,而 径 向 色谱 柱 正 适合 于 这 样 的 样品 分 离 纯化 。 
事实 也 是 如 此 ,在 大 规模 的 分 离 纯 化 时 ,往往 以 离子 交换 色谱 作为 提纯 的 第 一 步 或 第 二 步 ,这 
是 因为 离子 交换 的 容量 高 而 价格 低 ,并 有 利于 减 小 样品 体积 。 尽 可 能 早 地 降低 待 处 理 体积 , 既 
有 利于 增加 以 后 分 离 步 又 的 选择 性 ,又 能 降低 成 本 。 

图 13-11 ÆA. Jungbauer 等 用 QAE 型 径 向 色谱 柱 在 50min 内 纯化 鼠 抗 人 尿 激酶 单 克 
隆 抗 体 的 情况 52 ,纯化 的 结果 是 纯度 增加 了 4 倍 , 收 率 为 80 站 一 90 站 。 作 者 指出 ,与 传统 的 低 
压 液 相 色谱 相 比 较 , 产 率 提 高 1015 94 ,时 间 更 得, 操作 容易 ,使 用 寿命 延长 。 同时 作者 还 研究 
了 不 同 浓 度 柱 上 容量 问题 ,发现 即使 样品 主要 是 杂 蛋 白 ,纯化 过 程 仍 然 是 方便 的 , 产 率 也 较 高 。 
F. D. Menozzi 报道 了 o2 使 用 SP 型 径 向 色谱 柱 纯化 小 鼠 单 克隆 抗体 ,比较 了 梯度 与 分 步 洗 脱 
的 情况 。 结 果 表 明 , 梯 度 洗 脱 收集 的 无 其 它 杂 蛋白 的 干扰 , 收 率 可 达 90% 左 右 。 

对 于 纯化 牛 或 人 凝血 酶 ,Franck C. Church 等 使 用 SP 型 径 向 色谱 柱 也 取得 了 较 好 结 
果 %”。 分 析 表 明和 牛 凝血 酶 纯化 了 30 倍 , 酶 收 率 大 于 96%; 人 凝血 酶 纯度 增加 4 倍 , 收 率 为 
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88%。 纯 化 后 的 牛 或 人 凝血 酶 经 测试 分 别 为 2500 和 3000" NIH"/mg ,是 目前 报道 最 好 的 凝血 
酶 。 , - - 一 
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作者 使 用 CM 型 径 向 色谱 柱 纯化 了 登 革 病 毒 单 克隆 抗体 和 乙 型 肝炎 核心 抗原 单 克 体 。 采 
用 改变 流动 相 pH 值 的 办 法 , 登 革 病 毒 单 克隆 抗体 全 部 在 PH 一 8. 0 的 洗 脱 峰 中 ,纯度 为 50%% 。 
经 ELISA 检测 ,未 吸 物 中 无 单 克隆 抗体 。 硫 酸 铵 沉淀 后 纯度 可 达 90% 以 上 ,保存 数 月 活性 稳 
定 (图 13 -12)。 作 者 采用 DEAE 型 径 向 色谱 柱 还 纯化 了 重组 A 蛋白 GProtein AD CH] 13 - 
13)。 纯 化 后 A 蛋白 纯度 提高 4 一 6 倍 , 回 收 率 达 75% ,直接 用 Phenyl - Sepharose Bi CBE 
Sephacryl S - 200 分 子 筛 柱 后 ,可 得 电泳 纯 A 蛋白 。 用 DEAE 型 径 向 色谱 柱 分 离 葡 聚 糖水 解 
酶 (2 - Gase) ,与 常规 DEAE 纤维 素 色 谱 柱 比较 ,相同 条 件 时 结果 一 样 , 但 速度 快 2/5( 表 13 - 


5)。 在 分 离 纯 化 人 红细胞 生成 素 时 ,可 将 10 IU/mg 的 初 品 纯化 至 30 IJU/mg ,得 率 7096— 
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表 13 - 5 省 聚 粮 水 解 栈 纯化 的 比较 


柱 型 SinoChrom RCC 
DEAE 100A DEAE 250 DEAE 600 自 装 DEAE-C 柱 
吸附 组 白质 8~9mg / / 14/10g 干粉 
一 次 可 分 离 量 16mg 30~ 40ml <100ml 20ml/10g 干粉 
使 用 情况 使 用 10 一 20 次 后 ， 使 用 15 次 后 ,流速 / 使 用 5 一 8 次 后 ,流速 下 降 明 显 , 必 
流速 明显 下 降 未 出 现 大 的 变化 需 重 新 装 柱 才 能 保证 流速 
每 分 离 IL 发 酵 每 分 离 IL 发 酵 每 分 离 1L 发 每 分 离 1L 发 酵 液 , 需 : 
液 , 需 42— 152h 液 , 需 17—21h 酵 液 , 需 8 一 a) 2.6X 20cm #Œ (10g F 
〈… 支 柱 ) (一 支柱 》 10h( 一 支柱 ) - 粉 ) ,83h 
(2) 5.0X 80cm fEC130g 于 
粉 ) ,74h 
(3) 8.0X48cm 柱 (200g F 
粉 ),10h 
三 .基因 工程 产品 
白细胞 介 素 -2 
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图 13-14 rIL -2 的 纯化 图 13-15 r-IFN 的 纯化 


径 向 色谱 柱 也 特别 适合 基因 工程 产品 的 初级 分 离 纯化 ,M， Yoshinaga 等 "为 了 除去 白 
细胞 介 素 - 1(Interleukin -1,IL -1), 培 养 上 清 样 品 中 大 量 牛 血 清白 蛋白 (BSA) ,将 DEAE 和 
SP 型 径 向 色谱 柱 串 联 预 平衡 后 ,以 1. 8L/b 的 流速 上 样 30. 8L ,样品 中 绝 大 多 数 BSA( 约 70g) 
吸附 在 DEAE 柱 上 ,而 80% 的 活性 组 分 都 吸附 在 SP 柱 上 ,然后 将 串联 柱 拆 开 单 独 冲 洗 SP 
柱 ,大 部 分 活性 组 分 洗 出 ,再 经 超 滤 和 凝 胶 色谱 柱 ,最 后 获得 58% 的 收 率 ,活性 组 分 活力 增加 
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2400 倍 。Yoshikazu Kikumoto 等 "单独 用 SP 型 径 向 色谱 柱 , 再 联合 其 它 纯 化 技术 ,分 离 纯 化 


了 从 大 肠 杆 菌 中 生产 的 重组 人 白细胞 介 素 - 1 (Recombinant Human Iuterleukin -1, rl -1)， 
2.1L 上 清 样品 上 样 后 ,流出 组 分 再 经 SP - HPLC 和 GF -HPLC ,最 后 获得 670mg 纯 品 。 经 分 
析 , 大 规模 生产 的 rIL -1 568 IL-1 的 生化 与 生理 特性 完全 相同 。M. C. Cassgli 等 9 用 
QAE 型 径 向 色谱 柱 也 纯化 了 TIL -1, 上 样 流 速 为 18ml/min, 上 样 量 为 300 一 500ml, 收 集 流 出 
组 分 ,再 经 HTP 和 Sephadex G - 50 进一步 纯化 ,活力 为 1.3X10U/mg。 

作者 使 用 DEAE 型 径 向 色谱 柱 分 别 纯化 了 重组 人 白细胞 介 素 ~2(rIL - 27 和 上- 干扰 素 (r 
-IFND, ILE] 13 - 14, E] 13 - 15, rIL -2 在 不 吸附 峰 中 流出 ,纯度 提高 2 一 3 fi. 使 用 DEAE f 
向 色谱 柱 分 离 纯 化 r -干扰 素 , 与 传统 的 轴 向 柱 ( 填 料 为 DEAE Sepharose FF) 比 较 , 在 相同 条 
件 时 ,结果 相同 ,但 用 径 向 色谱 柱 速度 提 高 2 倍 以 上 。 

径 向 色谱 分 离 技术 作为 一 种 新 型 的 色谱 分 离 技术 将 在 生物 工程 中 发 挥 着 重要 的 作用 。 但 
作为 一 种 新 技术 , 它 的 许多 理论 和 实际 问题 尚未 解决 ,新 型 的 径 向 色谱 介质 尚 有 待 于 进一步 研 
究 和 发 展 。 : 
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第 十 四 章 ”电泳 分 离 技 术 
9 
(中 国 科学 院 拓 生物 研究 所 ,北京 ,10008) 
第 一 节 概 xb 


早 在 19 世纪 初 就 已 发 现 , 带 有 不 同 电荷 的 质点 在 电场 作用 下 向 不 同 电极 方向 迁移 ,并 称 
该 现象 为 电泳 ,直到 本 世纪 40 年 代 才 开始 用 于 分 析 目 的 。 经 近 半 个 多 世纪 的 发 展 ,特别 是 电泳 
技术 原理 的 不 断 扩 展 ,电泳 仪器 和 检测 手段 不 断 完善 ,使 之 成 为 实验 室 中 强 有 力 的 分 析 、 鉴 定 
和 分 离 技术 ,并 从 实验 室 应 用 逐渐 扩大 到 更 大 规模 的 制备 应 用 .。 近 几 年 各 种 电泳 仪器 设备 的 发 
展 虽 然 落后 于 色谱 仪器 设备 ,但 在 实验 室内 用 于 分 析 的 各 种 电泳 技术 的 可 靠 性 .分 辩 率 、 使 用 
的 难 易 度 和 成 本 均 可 与 HPLC 相 竞争 ,而 在 大 规模 应 用 上 ,电泳 在 分 辩 率 和 容量 等 方面 还 难 
于 和 制备 型 HPLC 竞争 。 从 电泳 技术 发 展 趋势 看 ,在 未 来 几 年 内 有 可 能 达到 制备 型 HPLC 的 
水 平 。 近 20 年 来 随 着 生物 技术 的 发 展 ,电泳 技术 在 生物 技术 研究 和 生物 技术 产品 的 检测 、 鉴 
定 , 分 析 、 分 离 上 的 应 用 受到 高 度 重 视 . 将 电泳 原理 与 其 它 技 术 原 理 相 结合 ,发 展 了 许多 新 的 电 
泳 技术 。 在 生物 技术 研究 和 生物 技术 产物 分 离 上 广泛 应 用 的 电泳 主要 是 区 带电 泳 。 依 据 分 离 
原理 和 使 用 的 电泳 载体 ,区 带电 泳 可 分 为 以 下 多 种 电泳 技术 。 


HERE 
1 | 
载体 电泳 无 载体 电泳 


| T 1 | | |] 
粉 未 电泳 ” 纸 电泳 ” 凝 胶 电泳 ”电泳 色谱 ~ 聚焦 电泳 自由 电泳 ”毛细管 电泳 


T | | | 
淀粉 电泳” 琼脂 糖 电泳 ” 聚 丙烯 酰 胺 电泳 GERREK ”密度 梯度 电泳 ” 亲 和 电 广 


本 章 主要 介绍 可 较 大 规模 应 用 的 电泳 分 离 技术 。 
第 二 节 ”电泳 技术 原理 


生物 技术 研究 的 主要 对 象 和 生物 技术 产物 主要 是 核酸 和 蛋白 质 。 蛋 白质 分 子 是 含有 可 带 

” 正 电荷 的 氨基 、 亚 氨基 .酰胺 基 等 和 可 带 负 电荷 的 羧基 .苯酚 基 、 斑 基 等 的 两 性 生物 大 分 子 。 这 

些 基 团 所 带电 荷 的 性 质 和 数量 完全 随 溶液 环境 (如 pH 值 和 离子 强度 等 ) 变 化 。 带 有 正 电荷 的 
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蛋白 质 分 子 在 电场 作用 下 向 阴极 方向 移动 ;而 带 负 电荷 的 蛋白 质 分 子 向 阳极 方向 移动 .蛋白 质 
分 子 在 电场 内 迁移 所 受到 的 力 (F) 与 电场 强度 (E) 和 蛋白 质 分 子 的 净 电 和 蓓 数 (2Z) 成 正比 关系 。 
F-E-Z (14 一 1) 
蛋白 质 分 子 在 电场 中 受 的 力也 与 溶液 粘度 (9)、 分 子 半 径 (r) 及 稳 态 下 移动 速度 (o) 有 以 下 关 
系 。 
F=6rrv | (0 (14—2) 
如 果 以 迁移 速率 u—v/ E 来 表示 , 则 : 


uL qi 


(14 一 3) 式 表明 各 种 不 同 分 子 量 的 蛋白 质 在 电场 内 的 迁移 速率 (zx) 只 与 它 的 净 电 荷 数 (Z) 成 正 
比 ,而 与 它 的 分 子 ( 球 状 分 子 ) 的 半径 及 溶液 的 粘度 (WD) 成 反比 ,溶液 中 ,特别 是 在 低 离子 强度 溶 
液 中 , 带 不 同 电 荷 的 蛋白 质 分 子 之 间 有 时 会 发 生 相 互 之 间 的 静电 作用 ,形成 更 大 的 分 子 团 , 影 
响 它们 在 电场 中 的 迁移 速率 。 增 加 溶液 的 离子 强度 ,可 以 减少 不 同 蛋 白质 分 子 之 间 的 相互 作 
用 。 但 会 提高 电泳 电流 ,进而 使 电泳 过 程 产生 更 多 热量 ,使 电泳 温度 升 高 。 温 度 升 高 又 会 促进 
蛋白 质 分 子 扩散 ,使 电泳 区 带 变 宽 ,降低 电泳 分 辨 率 。 因 此 ,电泳 使 用 的 缓冲 液 的 pH 值 、 缓 冲 
剂 的 类 型 浓度 以 及 样品 中 的 盐 浓 度 均 需要 仔细 选择 , 须 在 减少 盐 浓 度 、 降 低 电泳 产 热 和 增加 
盐 浓 度 、 降 低 不 同 蛋 白质 分 子 相 互 作用 之 间 进行 折衷 选择 。 在 实验 室 和 某 些 制 备用 电泳 技术 
中 , 凝 胶 电泳 使 用 的 最 广泛 .最 常用 、 最 成 功 的 载体 是 琼脂 糖 和 聚 丙 烯 酰胺 .其 中 尤 以 聚 丙 烯 酰 ， 
胺 凝 胶 应 用 更 广 ,因为 它 具 有 三 维 网 状 结构 ,可 形成 大 小 不 同 的 孔隙, 因而 具有 很 强 的 分 子 筛 
作用 。 也 就 是 说 凝 胶 载 体 对 不 同 蛋 白质 的 有 效 粘 滞 度 取决 于 蛋白 质 分 子 大 小 。 实 验证 明 ,“ 在 
分 子 筛 范围 > 内 和 蛋白质 的 电泳 迁移 速率 (x) 与 蛋白 质 的 分 子 量 的 对 数 成 线性 关系 ,如 图 14 - 1。 
这 种 关系 可 用 (4) 式 表示 。 

u=us(A—logM)/A (4—4) 
式 中 ,4 为 将 直线 外 推 到 在 凝 胶 中 不 再 迁移 时 的 蛋白 质 分子 量 的 对 数值 , 即 最 小 排 阻 分子 量 的 
对 数值 ;MM 为 蛋白 质 分 子 量 ;wo 为 不 受 凝 胶 影 响 的 小 分 子 物质 迁移 速率 , 即 : 

Z 

EZA 
而 rs 为 不 受 凝 胶 排 阻 影响 的 小 分 子 的 最 大 直径 。 因 此 (14 一 4) 式 可 表示 为 : 
Z .A-—logM 


u 


(14—5) 


Uo 


(14—6) 


图 14-1 具有 相同 电荷 密度 的 近 球 型 分 子 的 
蛋白 质 电 泳 迁 移 速 率 与 其 分 子 量 关 系 


4.0 42 44 46 48 50 
log Mw 
(6) 式 说 明 凝 胶 电 泳 是 按 物 质 的 电荷 多 少 和 分 子 大 小 进行 分 离 的 , 凝 胶 可 以 依据 要 分 离 物 
质 的 分 子 大 小 设计 出 适当 大 小 的 孔径 ,这 只 要 控制 凝 胶 的 交 联 度 就 可 以 做 到 。 使 用 凝 胶 的 好 处 
271 


是 它 可 以 减 小 蛋白 质 的 扩散 和 液体 对 流 的 影响 ,得 到 狭窄 的 分 离 区 带 ,使 具有 相同 电荷 .不 同 
分 子 量 的 蛋白 质 有 很 好 的 分 辩 率 。 


三 节 电泳 的 技术 问题 和 对 策 


电泳 技术 的 使 用 目的 是 将 混合 物 中 的 各 个 组 分 实现 分 离 , 有 效 的 措施 是 增 大 各 组 分 的 电 
泳 迁 移 速率 的 差异 。 从 式 (14 一 6) 可 以 看 出 影响 迁移 速度 的 有 3 个 因素 : a) 各 组 分 的 分 子 净 . 
RUBER. DITE: c) 电 泳 系统 介质 的 有 效 粘 滞 度 (49/4-logM) 。 而 这 3 个 因素 又 受 控 于 
电泳 时 的 条 件 。 

OD 由 于 蛋白 质 分 子 所 带 的 净 电 荷 主 要 取决 电泳 缓冲 液 的 pH 值 ,因此 应 仔细 调整 和 控 
制 电泳 缓冲 液 的 pH 值 , 尽 可 能 使 各 组 分 分 子 的 净 电荷 数 的 差异 加 大 ,但 因 蛋 白质 在 酸 或 碱 紫 
条 件 下 易 变 性 失 活 ,因此 一 般 控制 在 pH4. 5 一 9. 5 的 范围 内 。 

(2) ”选择 适当 的 缓冲 系统 ,包括 缓冲 剂 种 类 ,浓度 和 其 它 电解 质 浓 度 。 因 为 不 同 种 类 的 组 
冲剂 与 蛋白 质 之 间 的 作用 差别 较 大 ,同一 种 蛋白 质 在 不 同 缓冲 液 中 , 既 使 pH 值 相 同 , 蛋 白质 
所 带电 荷 也 可 能 不 同 , 也 影响 不 同 蛋 白质 分 子 间 的 相互 作用 ， 缓冲 剂 和 其 它 电 解 质 的 浓度 对 蛋 
白质 分 子 的 净 电 荷 及 分 子 间 的 相互 作用 的 影响 也 十 分 显著 。 

C3» 表面 活性 剂 ( 如 SDS) 会 强烈 地 破坏 蛋白 质 分 子 间 的 非 共 价 键 作用 ,使 蛋白 质 分 子 
为 表面 活性 剂 分 子 包围 ,阻止 了 和 蛋白质 分 子 间 的 相互 作用 ,同时 也 消除 了 不 同 蛋 白质 分 子 的 固 
有 电荷 差异 。 

(4) 控制 电泳 系统 介质 的 有 效 粘 滞 度 (4 A-log MD ,这 包括 选择 适当 的 凝 胶 孔 径 和 添 
加 适当 浓度 的 能 增加 介质 粘度 的 物质 (一 般 用 蔗糖 ), 这 在 无 载体 电泳 中 就 更 加 重要 。 

电泳 过 程 中 产 热 使 温度 升 高 会 造成 以 下 后 果 : a) 蛋白 质变 性 ,使 分 离 失 去 意义 。 这 在 分 
析 型 电泳 上 似乎 不 十 分 重要 ,但 在 制备 型 电泳 上 是 至 关 重 要 的 ; b) 温 度 升 高 会 引起 对 流 , 蛋 
白质 区 带 扩散 ,降低 分 辨 率 。 随 着 电泳 规模 的 扩大 , 产 热 越 多 ,热量 的 去 除 越 困 难 。 电泳 产 热 是 
电泳 技术 扩大 规模 的 主要 障碍 。 电泳 过 程 中 因 有 电流 (17) 和 电压 (E) 的 存在 就 会 产生 热量 
W). 


W=IE ` (14 一 7) 
按 Ohm 定律 产生 的 热量 与 电流 (1) 和 系统 的 电导 率 (K) 有 以 下 关系 。 
W-—Ir/K (14—8) 
即 产生 的 热量 与 电流 的 平方 成 正比 ,与 系统 的 电导 率 成 反比 。 因 此 ,从 (14 一 7) 和 (14 一 8) 
二 式 可 以 得 出 结论 ,在 电泳 过 程 中 降低 电流 和 降低 电压 均 可 以 达到 降低 产 热 的 目的 。 但 (14 一 
1) 式 表明 电泳 迁移 速率 只 与 电压 有 关 , 因 此 在 电泳 中 均 采 用 降低 电流 、 提 高 电压 的 方法 ,从 
(14 一 8) 式 看 降低 电流 对 降低 产 热 更 有 效 。 为 保证 电泳 的 低 电流 ,使 用 的 缓冲 液 必 须 是 低 离子 
浓度 ， 但 低 离子 浓度 的 缓冲 系统 的 电导 率 (K) 也 低 ， 使 产 热 增加 。 而 且 低 离子 浓度 会 增加 蛋白 
质 分 子 间 的 相互 作用 ,因此 缓冲 液 的 离子 浓度 选择 要 兼顾 三 方面 的 影响 。 
在 一 个 绝热 .不 流动 系统 中 ,温度 的 升 高 (4AT) 与 时 间 (o Ha dC OD .电压 (已 ) 介 质 的 比热容 
量 (Ce)、 密 度 (p) 和 体积 CV) 有 以 下 关系 : 


AT-— IE 


Cy! (14—9) 
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(9) 式 说 明 , 在 无 冷却 条 件 下 的 电泳 系统 除 控制 电流 和 电压 外 ,增加 缓冲 液体 积 、 热 容量 或 
密度 均 可 以 控制 温度 升 高 ， 但 实际 上 这 是 一 种 被 动 的 方法 , 因 这 些 因 素 的 控制 是 有 限 的 ,往往 
因 其 它 因素 的 影响 而 不 能 采用 。 最 常 采 用 而 又 有 效 的 方法 是 对 电泳 系统 进行 冷却 ,将 电泳 产生 
的 热量 从 电泳 系统 中 移出 ,保持 电泳 温度 恒定 。 影 响 冷却 效果 的 有 以 下 三 大 因素 。 

(1) 冷却 面积 , 即 热 传 递 面积 ,在 允许 的 范围 内 尽 可 能 增加 冷却 面积 ,如 采用 毛细 管 或 薄 
层 或 圆 桶 状 电泳 ,但 增 大 单位 体积 的 表面 时 会 增加 在 界面 上 的 电 渗 ,降低 分 辨 率 。 

D 热 传 递 系数 。 在 设计 和 制造 电泳 系统 和 冷却 系统 时 要 认真 考虑 材质 的 热 传 递 性 能 ， 
高 的 热 传 递 性 能 的 材料 对 冷却 是 有 利 的 ,但 作为 电泳 系统 的 材料 还 要 考虑 它 对 电泳 性 能 的 影 
响 。 

O 热 传 递 的 推动 力 一 一 温差 。 两 个 系统 的 温差 越 大 , 热 传 递 的 速率 越 大 。 采 用 低温 冷 
却 是 有 效 的 .冷却 系统 的 冷却 液 流动 速度 是 控制 冷却 效果 的 重要 因素 ,通过 冷却 液 的 流动 速度 
控制 即 可 以 达到 控制 电泳 温度 的 目的 。 

在 有 冷却 系统 的 电泳 设备 中 ,影响 电泳 效果 的 两 个 重要 的 无 量 纲 数 为 Rayleigh 数 (Ra) 
和 Grashof (Gr; 

Ra 二 irm 
Gr = £BATd:p 
7 

式 中 ,g 为 重力 加 速度 ;6 为 热 扩散 系数 ;wp 为 流体 的 平均 密度 ;d. 为 扩散 层 厚 度 ;7 9 
BE se, 为 热 导 率 ,在 电泳 中 ,Ra 和 Gr 值 越 小 ,说 明 电泳 效果 和 分 辩 率 越 好 .从 (14 一 10) 和 (14- 一 
11) 式 看 ,可 以 采取 以 下 措施 。 . 

(1) 增加 缓冲 系统 粘度 或 增加 电泳 介质 的 粘 滞 度 均 可 以 减少 扩散 和 对 流 。 

D 减 小 热 扩 散 层 厚度 d., 包 括 增加 冷却 系统 的 冷却 液 流速 和 减 小 冷却 系统 与 电泳 系 
统 中 间 的 隔离 物 厚 度 。 

(3) 在 微 重力 条 件 下 进行 电泳 , 即 减 小 重力 加 速度 g 的 影响 ,这 需 在 航天 器 上 进行 ,但 
成 本 太 高 ,也 可 采用 旋转 系统 。 

而 一 旦 电泳 和 冷却 系统 设计 完成 .使 用 的 材质 已 确定 时 , 热 扩 散 系数 8 和 热 导 率 k 及 流 
体 平均 密度 o 均 已 成 定 值 ,只 有 在 设计 电泳 仪 时 必须 对 此 加 以 充分 考虑 。 

为 了 增加 冷却 效果 而 提高 电泳 系统 的 表面 积 的 方法 也 是 有 一 定 限度 的 。 增 加 电泳 凝 胶 表 
面积 会 引起 电泳 过 程 中 的 电 渗 传递 . 电 渗 是 沿 着 固定 界面 产生 的 流动 和 压力 梯度 ,其 方向 往往 
与 电泳 方向 相反 ,在 截面 上 产生 混合 , 电 渗 使 电泳 区 带 边沿 不 齐整 ,使 分 状 率 降低 ,电泳 中 的 电 
渗 现象 较 容易 解决 .使 用 适当 的 涂 层 剂 在 电泳 设备 的 固定 界面 上 进行 处 理 , 使 之 不 再 吸附 在 固 
定 界面 上 容易 吸附 的 离子 , 即 可 消除 电 渗 。 

以 上 各 种 因素 主要 是 对 电泳 本 身 的 分 辨 率 有 影响 。 对 用 于 不 同 目的 电泳 分 辩 率 的 影响 还 
有 其 它 因素 。 比 如 用 于 分 析 目 的 电泳 ,电泳 之 后 的 显 色 技术 也 是 十 分 重要 的 。 显 色 方 法 不 灵敏 、 
蛋白 质 合 量 极 微 的 区 带 不 能 显 色 ,使 电泳 的 分 辩 率 降低 ,对 于 目的 是 回收 所 需 产 物 的 制备 型 电 
泳 ,如 果 电 泳 时 虽然 产物 区 带 与 杂质 的 区 带 分 离 的 很 好 ,但 彼此 之 间 靠 的 很 近 , 那 么 回收 技术 
的 精确 度 就 十 分 重要 了 ,对 于 连续 电泳 ,分 流 的 精度 和 部 分 收集 时 的 体积 或 时 间 间 隔 的 选择 也 
十 分 重要 。 必 须 通 过 设备 设计 和 实验 精确 制定 。 


(14—10) 


(14—11) 
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第 四 节 ”在 生物 技术 研究 上 应 用 的 电泳 技术 


在 生物 技术 研究 (如 遗传 工程 ,蛋白质 工程 .细胞 融合 .细胞 培养 . 酶 工程 的 研究 ) 过 程 中 ， 
经 常 要 分 析 . 分 离 .鉴定 .检测 两 大 类 物质 一 -核酸 和 蛋白 质 ,它们 都 是 具有 生物 活性 的 大 分 
子 ,需要 使 用 电泳 技术 。 由 于 电泳 具有 灵敏 度 高 ,重复 性 好 ,测定 范围 宽 ,适用 性 好 ,操作 容易 ， 
结果 直观 ,设备 简单 , 旦 兼备 分 析 鉴定、 分 离 等 特点 ,已 成 为 生物 技术 研究 的 重要 手段 之 一 。 

目前 在 生物 技术 研究 中 使 用 最 广泛 有 效 的 是 平板 电泳 ,包括 琼脂 糖 凝 胶 平板 电泳 . 聚 丙烯 
酰胺 凝 胶 平 板 电泳.SDS - 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 平板 电泳 ,另外 还 有 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 浓度 梯度 电泳 、 
聚 丙烯 酰胺 凝 胶 pH 梯度 电泳 以 及 各 种 闲 和 电泳 。 这 些 电泳 虽 具 有 以 上 优点 ,但 主要 适合 定性 
分 析 , 而 进行 定量 分 析 时 比较 复杂 。 近 几 年 毛细 管 电泳 技术 的 发 展 很 快 ,在 生物 技术 研究 中 的 
前 景 十 分 乐观 , 它 不 仅 可 进行 定性 分 析 , 也 可 进行 定量 分 析 。 

近年 来 分 析 型 电泳 技术 的 发 展 主要 有 以 下 方面 。 

L 新 的 电泳 载体 

最 早 使 用 的 淀粉 胶 、 纸 .纤维 素 及 纤维 素 衍生 物 等 电泳 载体 已 为 最 近 发 展 的 琼脂 糖 凝 胶 和 
聚 丙烯 酰 胶 凝 胶 所 替代 ,并 广泛 应 用 于 各 种 电 瀛 技术 中 。 特 别 是 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 由 于 制备 简 
便 , 稳 定性 好 ,机 械 强度 高 ,流体 力学 和 电动 力学 性 质 优越 ,吸附 性 低 ,干扰 小 ,适合 与 其 它 方法 
和 材料 匹配 而 广泛 应 用 于 各 类 电泳 技 术 中 ,并 大 大 改进 了 各 种 电泳 技术 性 能 。 

2. 显 色 技术 | 

电泳 显 色 技术 最 早 是 直接 观察 有 色 物 质 或 因 吸 收 紫外 光 而 呈现 暗色 的 班 点 的 特点 进行 电 
泳 结果 观察 .到 60 年 代 发 展 了 用 有 机 显 色 剂 的 方法 ,从 较 早 的 氨基 黑 到 考 玛 斯 亮 蓝 ,直到 近年 
的 银 显 色 技术 ,使 显 色 的 灵敏 度 提高 了 100 倍 以 上 ,达到 毫 微克 水 平 。 另 外 还 发 展 了 荧光 标记 
和 放射 标记 技术 ,为 极 微量 生物 技术 产物 的 检测 和 微量 电泳 的 发 展商 定 了 基础 。 

3. 电泳 仪 及 相关 设备 和 材料 

近 十 用 年 各 种 分 析 型 电泳 仪 及 辅助 设备 和 材料 .电泳 载体 的 发 展 十 分 迅速 ,形成 了 一 个 花 
样 不 断 翻 新 .产品 不 断 更 新 的 商业 化 市 场 ,可 供 使 用 者 选 购 。 设 备 性 能 和 材料 的 齐备 几乎 尽 善 
尽 美 .因此 电泳 技术 的 应 用 十 分 方便 , 且 可 获得 满意 的 结果 ,保证 了 生物 技术 研究 顺利 进行 .分 
. 析 型 电泳 技术 在 一 般 的 生化 技术 专著 中 均 有 详细 介绍 ,此 处 不 再 资 述 。 


— BET ”生物 技术 产品 分 离 纯 化 上 应 用 的 电泳 技术 . 


利用 电泳 技术 在 实验 室内 进行 小 量 生物 产物 的 制备 及 鉴定 检测 、 分 离 纯化 已 相当 普遍 , 随 
着 生物 技术 的 发 展 ,特别 是 生物 技术 实用 化 、 商 品 化 的 发 展 ,对 生物 技术 产品 的 分 离 纯化 技术 
提出 了 更 高 要 求 ,由 于 电泳 技术 的 特点 ,将 其 应 用 于 生物 技术 产品 的 大 规模 分 离 纯化 是 人 们 追 
求 的 目标 。 但 有 希望 应 用 于 大 规模 的 生物 技术 产品 的 分 离 纯化 的 电泳 技术 的 发 展 却 是 近 些 年 
的 事 . 到 目前 为 止 ,大 规模 电泳 技术 仍 处 于 发 展 阶段 ,真正 在 工业 上 应 用 和 恐怕 还 需要 一 定时 间 。 
这 里 只 对 发 展 较 快 又 有 应 用 前 景 的 几 种 电泳 分 离 技术 作 简 单 介绍 。 
一 ,平板 电泳 
目前 实验 室内 用 于 分 析 检 测 的 平板 电泳 也 可 以 用 于 小 量 样品 制备 。 其 种 类 很 多 ,依据 使 用 
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的 载体 性 质 和 特点 ,可 大 致 分 为 两 类 :一 类 为 一 般 平 板 电 泳 , 如 淀粉 凝 胶 电泳 .琼脂 糖 凝 胶 电 
泳 、. 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 ,使 用 的 载体 均 为 惰性 材料 ,只 起 支持 作用 ,而 无 分 离 作 用 。 这 类 平板 
电泳 既 可 以 用 于 鉴定 和 检测 ,也 可 用 于 小 量 样品 制备 。 另 一 类 为 特殊 平板 电泳 ,如 等 电 聚焦 平 
板 电泳 .pH 梯度 平板 电泳 、 凝 胶 密 度 梯 度 平板 电泳 及 各 种 亲 和 电 泳 ,其 使 用 的 载体 不 仅仅 为 
支持 物 ,更 重要 的 是 起 分 离 作用 ,它们 主要 用 于 鉴定 和 检测 ,有 时 也 可 用 于 小 量 样 品 制备 。 这 两 
类 平板 电泳 只 适 于 批 式 操作 ,难于 连续 操作 ,即使 扩大 平板 面积 ,其 处 理 量 也 有 限 ,一 般 为 微克 
级 ,可 扩大 到 毫克 级 。 

平板 电泳 操作 时 有 水 平平 板 电 瀛 和 垂直 平板 电泳 两 种 方式 。 

1. 水 平平 板 电泳 

根据 使 用 的 载体 特点 制备 电泳 平板 。 使 用 凝 胶 型 载体 时 , 比如 用 琼脂 或 琼脂 糖 , 按 所 需 凝 
胶 浓 度 用 电泳 缓冲 液 与 载体 混合 加 热 溶解 后 在 玻璃 载 片上 铺 成 菏 层 ,凝固 后 即 可 使 用 。 若 用 聚 
丙烯 酰胺 北 胶 作 载 体 , 按 所 需 凝 胶 浓度 和 交 联 度 将 丙烯 酰胺 和 甲 又 双 丙 烯 酰胺 等 混合 ,于 玻璃 
载 板 上 进行 聚合 形成 凝 胶 平板 。 将 制备 好 的 上 凝 胶 平 板 置 于 冷却 槽 或 冷却 系统 之 上 。 在 凝 胶 板 
两 端 加 上 用 电极 液 湿 润 的 滤纸 条 或 泡沫 塑料 条 ,其 位 置 要 正 对 准 电 泳 仪 上 盖 上 的 电极 位 置 .将 
用 于 加 样 的 滤纸 条 放 在 凝 胶 平板 的 适当 位 置 上 ,然后 将 欲 分 离 的 样品 均匀 地 加 在 上 样 滤纸 条 
上 , 盖 好 电泳 仪 盖 , 接 通 电源 ,调整 电压 ,进行 电泳 。 其 操作 均 与 分 析 型 电泳 相同 。 电泳 结 束 , 切 
下 一 小 条 凝 胶 , 显 色 后 , 技 区 带 位 置 , 将 所 需 的 组 份 区 带 从 整体 凝 胶 板 上 切 下 ,然后 用 适当 缓冲 
液 提取 ,获得 所 需 产物 ,也 可 用 两 个 电极 横 放 在 平板 两 端 ,中 间 用 湿 的 纱布 .滤纸 或 其 它 材 料 将 
电极 槽 与 平板 相 联结 ,其 它 操作 与 上 述 过 程 相同 。 、 

如 果 使 用 粉末 或 微 球状 载体 (比如 淀粉 粉末 、 纤 维 素 粉 和 Sephadex 等 ) ,首先 用 适量 的 电 
泳 缓冲 液 与 载体 混合 制 成 糊 状 物 ,将 其 倾 在 平板 电泳 槽 内 , 制 成 平板 ,排出 过 量 的 缓冲 液 .将 制 
成 的 平板 与 冷却 系统 相连 接 ,将 平板 与 两 端 电极 槽 用 湿润 的 纱布 或 其 它 材 料 连结 .用 小 刮刀 在 
平板 堆 中 间 开 出 一 个 小 槽 ,将 使 用 的 载体 与 预先 用 缓冲 液 平衡 好 的 欲 分 离 样品 混合 成 糊 状 物 ， 
小 心地 填 入 开 出 的 小 槽 内 , 接 通电 流 ,进行 电泳 。 电 泳 结 束 后 ,将 所 需 的 区 带 刮 出 ,用 少量 缓冲 
液 洗 脱 所 需 产 物 。 由 于 区 带 分 割 时 盲目 性 较 大 ,完全 依靠 经 验 ,分 离 的 效果 并 不 理想 ,改进 的 办 
法 是 采用 等 电 点 电泳 法 。 

等 电 点 电泳 法 与 等 电 聚 焦 电 沪 不 同 ,在 已 知 所 需 蛋 白质 的 等 电 点 情况 下 ,使 用 pH 值 与 所 
需 蛋 白质 等 电 点 相同 的 电泳 缓冲 液 ,与 分 离 样品 和 电泳 载体 混合 , 填 入 样 晶 槽 .电泳 时 ,所 需 的 
蛋白 质保 留 在 加 样 处 ,其 它 组 份 根据 带电 荷 性 质 分 别 向 两 个 电极 方向 移动 ,可 以 达到 很 好 的 分 
离 效 果 ,而 且 产品 回收 和 容易、 准确 ,并 且 可 以 多 次 加 样 达 到 较 高 浓度 。 另 外 平板 可 反复 使 用 , 此 
法 也 有 缺点 ,对 于 在 等 电 点 条 件 下 容易 发 生 沉 淀 和 凝 聚 的 蛋白 质 不 适用 。 

在 采用 等 电 点 电泳 分 离 之 前 ,需要 测定 所 需 蛋 白质 不 移动 的 缓冲 液 pH 值 。 这 个 pH 值 与 
用 等 电 聚 焦 法 测定 的 蛋白 质 等 电 点 有 所 不 同 ,因为 等 电 点 与 使 用 的 缓冲 剂 类 型 有 关 .。 缓 冲 液 的 
离子 会 与 蛋白 质 分 子 结合 ,比如 磷酸 盐 或 柠 榜 酸 盐 均 会 与 蛋白 质 结合 而 使 蛋白 质 的 等 电 点 改 
变 。 用 等 电 聚 焦 测定 的 等 电 点 相当 于 缓冲 液 浓 度 为 零 时 的 值 , 即 无 离子 结合 情况 下 的 等 电 点 
值 


在 使 用 固体 载体 的 平板 电泳 中 ,影响 迁移 速率 和 分 辩 率 的 因素 之 一 是 电 活 . 电 泳 槽 表面 和 
使 用 的 固体 载体 表面 往往 带 有 固定 的 带电 荷 基 团 , 而 与 之 配伍 的 带 相 反 电 荷 的 离子 在 水 溶液 
中 ,它们 与 水 分 子 相 结合 。 在 电场 作用 下 ,固定 的 电荷 不 会 移动 ,但 溶液 中 的 离子 迁移 也 携带 着 
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结合 水 迁移 ,形成 溶液 流动 。 当 载体 为 琼脂 或 淀粉 时 电 渗 作用 较 大 , 因 它 们 带 有 负电 荷 , 会 形成 
向 阴极 方向 流动 的 电 渗 流 。 使 用 纯化 的 载体 (如 琼脂 糖 ) 可 减少 固定 电荷 . 减 小 电 渗 ,但 不 能 消 
除 电 渗 。 如 果 加 入 少量 的 与 之 带 有 相反 电荷 的 材料 (如 DEAE 一 Sephadex) 可 以 中 和 这 种 电 渗 
作用 。 

2. 垂直 平板 电泳 

垂直 平板 电泳 在 操作 时 ,为 避免 电泳 载体 表面 与 电极 缓冲 液 直 接 接 触 造成 分 离 组 份 扩散 
损失 ,往往 采取 夹 芯 平板 方式 , 即 在 两 个 玻璃 平板 之 间 填 入 电泳 载体 ,两 边 封 闭 , 上 下 端 开放 ， 
载体 上 下 表面 与 电极 缓冲 液 接触 。 样 品 加 在 载体 上 表面 之 后 ,在 上 样 槽 内 加 满 电极 缓冲 液 ,将 
平板 垂直 放 入 下 电极 槽 内 的 缓冲 液 中 ,平板 上 端 安装 好 上 电极 槽 ,小 心 加 入 电极 缓冲 液 , 即 可 
通电 进行 电泳 。 为 判断 电泳 进行 程度 ,可 在 样品 中 加 入 电泳 示 踪 颜料 ,最 常 使 用 的 是 大 分 子 的 
蓝 色 葡 聚 糖 。 若 使 用 聚 再 烯 酰胺 凝 胶 作 电泳 载体 ,在 分 离 胶 上 面 还 可 再 加 一 层 交 联 度 低 、 孔 院 
大 的 间隔 胶 或 样品 胶 , 其 作用 是 将 加 入 的 样品 聚集 浓缩 ,使 区 带 更 齐整 。 当 指 示 用 的 蓝 色 葡 聚 
糖 达到 平板 下 端 时 ,电泳 结束 .打开 平板 盒 ,切取 一 条 载体 用 显 色 法 或 紫外 光 检 测 法 , 找 出 目的 
蛋白 质 区 带 。 与 原平 板 对 照 , 切 出 目的 区 带 ,用 少量 缓冲 液 浸 提 ,或 用 单一 缓冲 液 电 泳 法 提取 ， 
即 可 得 到 纯化 的 目的 蛋白 质 。 这 样 的 制备 电泳 为 毫克 级 。 ——— 

为 扩大 平板 电泳 的 制备 量 ,可 用 增 大 平板 的 宽度 来 扩大 平板 面积 以 达到 目的 。 增 加 平板 长 
度 效果 不 大 ,因为 长 度 只 与 分 离 效 果 有 关 。 而 增加 平板 厚度 也 是 有 限 的 ,因为 厚度 增加 会 降低 
冷却 效果 ,使 电泳 时 载体 温度 增高 ,降低 分 离 效 果 。 一 般 来 说 ,在 冷却 系统 很 有 效 的 情况 下 SE 
胶 厚 度 不 超过 18mm, 

制备 型 平板 电泳 的 上 样 量 与 起 始 材料 即 样品 中 的 杂 蛋 白 和 目的 蛋白 质 的 含量 .分 离 目标 
(产物 纯度 ) . 杂 和 蛋白 与 目的 蛋白 质 区 带 分 布 情 况 .电泳 分 离 类 型 .载体 (如 凝 胶 ) 截 面积 等 因素 
有 关 . 通 常 分 析 电 泳 上 样 是 按 样品 中 的 总 蛋白 质量 计算 的 ,而 制备 电泳 上 样 量 可 以 目的 蛋白 质 
量 为 主考 虑 .如 果 目 的 蛋白 质 在 样品 中 含量 比例 很 低 , 且 目的 蛋白 质 区 带 与 杂 蛋 白质 区 带 相 邻 
近 , 分 离 目的 区 带 十 分 困难 ,最 好 进行 预 分 离 ,除去 大 部 分 杂质 蛋白 , 才 可 提高 制备 量 和 获得 高 
纯度 产物 ,否则 上 样 量 需 按 总 蛋白 质量 考虑 。 和 制备 电泳 中 , 聚 丙烯 栈 膀 凝 胶 电 泳 (PAGE) 的 上 
样 量 为 0. Img 蛋白 质 /cm ,等 电 聚 焦 电泳 (IEF) 为 1. omg 蛋白 质 /cm ,多 相 缓 冲 电泳 (MBE ) 为 
10mg 蛋白 质 /cm ,由 此 也 可 以 看 出 上 样 量 与 凝 胶 表 面积 成 正比 。 

制备 型 平板 电泳 的 技术 操作 可 参考 分 析 电 泳 。 

、 二 :连续 凝 胶 电泳 

连续 凝 胶 电泳 实质 上 是 垂直 的 聚 丙烯 酰 腕 凝 胶 平 板 电 泳 的 发 展 ,实现 了 在 批 次 内 连续 将 
各 个 电泳 区 带 分离 回 收 ,并 可 进行 多 批 次 分 离 操 作 。 在 设备 上 有 以 下 几 个 方面 的 改进 。 

Oo 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 平 板 改 为 薄 的 贺 桶 状 , 使 设备 体积 变 小 。 

DD ”在 电场 作用 下 ,电泳 形成 的 区 带 依次 连续 走出 凝 胶 并 进行 洗 脱 ,收集 ,达到 将 各 组 份 
分 离 回 收 的 目的 。 

GO) ”特殊 结构 的 洗 脱 腔 保证 洗 脱 的 区 带 不 相 混 合 ,分 离 的 分 辩 率 高 。 

由 Bio - Rad 开发 的 连续 洗 脱 电泳 仪 ( 如 图 14 - 2) 有 以 下 特点 。 

(1) 可 进行 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 (PAGE) ,也 可 进行 SDS - 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 (SDS - 
PAGE), 

(2) . 上 样 量 为 100ng~ 一 50mg 总 蛋白 质 。 
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《3) 可 连续 收集 分 离 的 蛋白 质 。 

(4) 上 样 简单 仅 需 几 分 钟 。 

(5) 电泳 分 离 时 间 4 一 8h 。 

《6) 人 少 到 占 总 蛋白 质 的 2% 的 不 同 分 子 量 的 蛋白 质 均 可 纯化 为 单一 区 带 。 
(7) 可 与 紫外 检测 和 部 分 收集 器 连接 。 


图 14 -2 连续 洗 脱 电 沪 仪 结构 示意 图 
1 一 分 离 的 组 分 ! ”2 一 洗 脱 缓冲 液 ， 3 一 上 层 电泳 缓冲 液 ; 
4 一 冷却 来 套 ; ”5 一 凝 胶管 6 一 蛋白 质 区 带 ; 7 一 下 
层 电泳 缓冲 液 ; ”8 一 洗 脱 腔 ; 9 一 洗 脱 缓冲 液 映 动 泵 


图 14-3 含有 3 个 不 同 亚 基 的 党 青 蛋白 的 
SDS -PAGE 连续 洗 脱 电泳 分 离 结果 
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连续 洗 脱 电泳 分 离 蛋 白质 时 ,最 好 进行 预 纯 化 ,达到 一 定 纯度 后 再 进行 电泳 分 离 的 效果 更 
令 人 满意 。 如 藻 青 蛋白 (phycocyanin) 的 粗 提 取 物 经 等 电 聚 焦 纯 化 后 进行 SDS -PAGE 连续 洗 
脱 电 泳 分 离 , 可 将 杂 蛋 白 与 分 子 量 分 别 为 18. 5kD 一 21kD 和 23kD 的 亚 基 分 离 ,结果 如 图 14 - 
3。 . 7 

三 ,等 电 聚 焦 电 泳 

会 多 氨基 多 其 基 的 一 系列 聚合 物 混合 形成 的 两 性 电解 质 在 电场 作用 下 能 形成 一 个 从 阳极 
到 阴极 pH 值 逐 渐 增 加 的 pH 梯度 。 当 不 同 的 蛋白 质 处 于 这 种 环境 中 时 ,处 于 比 其 等 电 点 低 的 
PH 环境 中 的 蛋白 质 会 带 正 电荷 ,向 阴极 方向 移动 ;处 于 高 于 其 等 电 点 的 pH 环境 的 蛋白 质 会 
带 负电 荷 ,而 向 阳极 方向 移动 ,在 移动 过 程 中 随 环境 pH 改变 ,到 达 与 其 等 电 点 相同 的 pH 环境 
中 ,其 所 带电 荷 数 为 零 ,在 电场 中 不 再 移动 而 集 率 成 区 带 , 从 而 达到 使 不 同 蛋 自 质 分 离 的 目的 。 
根据 这 一 原理 发 展 了 管 式 等 电 聚 焦 电 泳 和 平板 等 电 聚焦 电 泳 ,两 者 主要 用 于 实验 室内 进行 分 
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图 14-4 等 电 聚 焦 电 泳 柱 结 构 示 意图 
1 一 中 心 管 电极 ; 2 一 中 心 管 电极 外 套 ; ”3 一 中 心 电 
极 管 溶液 入 口 ; 4 一 内 层 冷 却 水 入 口 ; 5 一 内 层 冷 
AKHA; 6 一 加 样 口 ;7 一 上 部 电极 ; ”8 一 外 层 冷 
却 水 出 日 ; 9-… 内 外 层 冷 却 水 连通 日 ; ”10 一 样品 层 ; 
11 一 中 心 电 极 管 ; 12-- 中 心 管 电极 ; 13 一 外 层 冷 却 水 
AH; 14- 中 心 管 电极 活塞 15 一 样品 排出 口 ; 
16-- 样 品 排出 口 螺 旋 夹 


在 柱 式 等 电 聚 焦 电 泳 时 .为 了 保持 形成 的 pH 梯度 ,防止 对 流 和 分 离 的 区 带 混合 , 在 电泳 
柱 内 要 制备 密度 梯度 ,通常 使 用 蓄 糖 .甘油 、. 聚 乙 二 醇 、. 甘 露 醇 . 右 旋 糖 本 和 聚 蔗糖 等 作 材料 。 由 
两 性 电解 质 ,样品 和 荐 糖 等 制备 的 重 液 与 不 含 蔗 糖 的 两 性 电解 质 和 样品 组 成 的 轻 液 , 通 过 梯度 
混合 器 加 入 电泳 柱 内 ,形成 下 重 上 轻 的 密度 梯度 。pH 梯度 范围 可 根据 需要 ,选择 两 性 电解 质 。 
电泳 时 需 冷 却 。 电 泳 过 程 中 电流 逐渐 下 降 ,到 稳定 时 ,电泳 结束 。 关 掉 电 源 , 从 柱 下 端 小 心 . 组 
慢 地 放出 电泳 液 ,根据 需要 收集 流出 液 ,每 管 收集 量 应 适当 ,过 大 时 分 辨 率 降低 .通过 测定 每 个 
收集 的 部 分 ,可 以 将 不 同 组 份 分 离 。 也 可 在 放出 过 程 中 用 紫外 检测 。 

柱 式 等 电 聚 焦 电 泳 仪器 和 操作 比较 复杂 ,电泳 液 排出 时 的 流速 .收集 部 分 的 体积 、 检 测 方 “ 
法 及 其 意外 因素 均 会 影响 分 辩 率 。 针 对 以 上 问题 可 以 作 以 下 改进 。 

1. 螺旋 管 等 电 聚 焦 电泳 . 

将 分 离 样 品 与 两 性 电解 质 混 合 , 装 入 一 个 长 的 挠 性 管内 ,并 将 它 缠绕 在 圆柱 上 成 纵 螺 旋 。 
管 两 端 放 入 电极 模 中 ,通电 进行 电泳 。 结 束 后 ,直接 将 管 分 割 成 段 , 倾 出 管内 电泳 液 , 即 可 达到 
分 离 目 的 。 其 过 程 如 图 14 -5 所 示 。 

这 种 方法 可 以 不 使 用 密度 梯度 办 法 稳定 pH 梯度 , 易 冷 却 控 制 电 泳 温度 ,操作 简便 ,分 辨 
率 高 ,但 制备 量 小 。 

2. 水 平 旋转 等 电 聚焦 电泳 

该 电泳 仪 (图 14 - 6) 是 由 Bio - Rad 制造 出 售 的 商品 , 它 针对 垂直 柱 式 等 电 聚焦 电泳 存在 
的 主要 问题 ,诸如 结构 复杂 、 需 加 密度 梯度 稳定 pH 梯度 、 需 控制 热 引起 的 扩散 和 对 流 以 及 放 
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样 时 的 各 种 干扰 因素 ,在 设计 上 采取 了 以 下 措施 ， 


图 14-5 螺旋 管 等 电 聚 焦 电 泳 示意 图 


图 14-6 水 平 旋转 等 电 聚焦 电泳 仪 
1 一 冷却 液 出 入 口 ; 2- 阳极 室 ;， 3- REZ; 4 一 阴极 宇 ， 5 一 冷却 凸 齿 ， 6 一 出 口 密封 塞 ; 
7 一 取样 口 盖 ; 8 一 膜 芯 : 9 一 冷却 凸 齿 ; 10--- 离 子 交 换 膜 ;， 11— X ERIUMS 


(1) 将 电泳 柱 横 放 。 为 避免 对 流 ,用 19 个 平行 多 孔 ( 孔 径 为 10 pm) 的 聚 酯 膜 将 柱 分 为 20 
个 间隔 部 分 , 膜 对 蛋白 质 的 迁移 无 碍 障 。 

CD 电泳 柱 绕 中 心 轴 旋 转 , 有 助 于 克服 重力 和 热 对 流 对 聚焦 区 带 的 影响 。 

《3) ”电极 室 与 电泳 室 直 对 ,电场 均匀 ,用 离子 交换 膜 将 电极 室 与 电泳 室 隔 开 ,并 可 防止 
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酸 、 碱 电极 液 对 蛋白 质 及 电泳 液 的 干扰 ,也 可 以 防止 电极 电解 产 气 对 电泳 的 影响 。 

(4) 电泳 结束 ,可 用 真空 多 头 取 样 装置 一 次 快速 将 每 个 隔离 室内 聚焦 好 的 样品 取出 , 防 
止 区 带 混 合 。 

DO 柱 内 有 冷却 系统 。 

该 等 电 聚焦 电 泳 仪 操作 简便 ,聚焦 室 容 量 为 55ml, 可 上 样品 溶液 30 一 50ml, 总 上 样 蛋白 
质量 可 达 3g ,聚焦 时 间 约 4h。 一 次 分 离 后 , 若 分 辨 率 低 ,可 将 其 再 次 进行 电泳 ,甚至 反复 进行 ， 
可 达到 较 高 的 纯化 倍数 。 由 于 电泳 室 分 隔 较 少 ,一 次 电泳 的 分 辨 率 受 其 影响 不 会 高 , 需 重复 多 
次 电泳 ,但 作为 一 种 分 离 技术 还 是 比较 有 效 的 。 

等 电 聚焦 电泳 也 有 其 自身 的 缺点 : 

(1) 在 等 电 点 时 有 些 蛋 白质 不 稳定 或 发 生 沉淀 变性 ; 

(2) 两 性 电解 质 对 某 些 测定 方法 有 和 干扰, 为 得 纯净 的 目的 产物 需 除 去 两 性 电解 质 , 增 加 
了 纯化 步骤 ; 

(3) “两 性 电解 质 比 较 贵 ,因此 等 电 聚 焦 电 泳 分 离 技术 成 本 高 ,妨碍 了 它 的 应 用 。 

\ 连 续 流 动 电泳 

最 早 使 用 的 连续 流动 电泳 是 在 纸 电泳 的 基础 上 发 展 起 来 的 ,以 滤纸 为 载体 ,可 以 减少 分 离 
组 分 在 流动 的 缓冲 液 中 的 自由 扩散 ,将 滤纸 的 上 端 插 入 电泳 液 模 中 ,依靠 毛细 管 虹吸 作用 和 重 
力作 用 ,电泳 缓冲 液 沿 着 滤纸 面向 下 均匀 流动 ,在 垂直 于 电泳 缓冲 液 流动 方向 上 施加 电场 , 即 
在 滤纸 的 两 个 侧 边 上 与 电极 接触 ,将 欲 分 离 的 样 铝 以 定点 方式 流 加 在 滤纸 上 ,加 样 点 的 位 置 需 
根据 各 组 份 的 电泳 行为 确定 。 在 电场 作用 下 带 有 不 同 电荷 的 组 份 随 着 电泳 缓冲 液 向 前 流动 的 
同时 向 不 同 电极 方向 迁移 ,在 滤纸 表面 上 形成 不 同 的 抛物 线 状 的 迁移 轨迹 。 在 滤纸 的 末端 前 成 
锯齿 状 ,分 别 接收 流出 的 各 个 组 分 ,达到 将 不 同 组 分 分 离 的 目的 ,其 设备 和 原理 如 图 14-7 所 
7o 


样品 注入 "X 
图 14-?7 连续 流动 电泳 的 工作 原理 及 设备 示意 图 图 14-8 连续 流动 电泳 原理 示意 图 


1 一 电泳 缓冲 液 槽 ;2 一 加 样 管 ! 3 一 样品 槽 ;4 一 滤 
纸 载 体 ， 5 一 电极 槽 ; 6 一 电极 条 ; ”7 一 收集 管 
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这 种 电泳 的 分 离 效果 主要 与 各 组 分 的 迁移 速率 的 差异 .电泳 缓冲 液 流 动 速度 . 液 流 分 割 的 
级 数 、 电 场 强度 ,滤纸 载体 长 度 等 诸多 因素 有 关 。 在 电泳 过 程 中 必须 严格 控制 缓冲 液 流 速 和 加 
样 的 速度 ,两 者 必须 协调 才能 保证 电泳 连续 正常 工作 。 从 理论 上 讲 , 液 流 分 割 级 数 越 多 分 辩 率 
越 高 ,但 因 下 端 长 度 有 限 ,因而 为 了 接收 各 个 部 分 ,分 割 级 数 不 可 能 很 高 . 因 分 割 级 数 不 可 能 很 
高 ,对 于 组 分 复杂 的 混合 物 的 分 离 效果 又 会 降低 。 若 采用 定位 接收 是 理想 的 ,但 实际 操作 上 有 
困难 。 另 外 ,严格 控制 电压 、 缓 冲 液 流速 流量 、 加 样 量 及 冷却 系统 等 各 因素 也 有 一 定 困难 。 

近 些 年 ,在 连续 流动 纸 电泳 的 基础 上 ,在 电泳 载体 .设备 结构 和 控制 手段 上 有 了 较 大 的 发 
展 ,采用 微 球状 的 Sephadex、Sepharose、Sephacel、Sephacry 和 纤维 素 粉 等 载体 制备 夹 芯 平板 
状 的 电泳 床 ,使 用 精密 的 电子 控制 系统 ,保证 了 各 种 因素 的 最 佳 实施 ,使 这 种 类 型 电泳 有 了 和 较 
大 发 展 。 

五 .无 载体 连续 流动 电泳 

El 60 年 代 以 来 ,人 们 开始 研究 无 载体 连续 流动 电泳 ,又 称 为 连续 自由 流动 电泳 .为 了 克服 
电泳 产 热 , 扩 散 和 稳定 流体 问题 ,研制 的 设备 均 比较 复杂 .由 英国 Harwall 的 UKAEA 实验 室 
生化 组 研制 的 连续 无 载体 电泳 已 由 Portomouth 的 CJB 发 展 有 限 公 司 生产 ,电泳 仪 的 生产 能 
力 可 达到 1g 蛋白 质 /min 的 水 平 。 

其 原理 是 ,含有 蛋白 质 的 溶液 沿 平板 表面 流动 ,形成 薄 的 液 膜 ,在 液 膜 两 侧 放 有 电极 ,在 流 
动 液 膜 上 形成 电场 。 带 有 不 同 电荷 的 蛋白 质 分 子 在 电场 作用 下 , 随 着 液 膜 向 前 流动 的 同时 ,又 
向 电极 方向 迁移 ,因而 形成 抛物 线 轨迹 (图 14 - 8) 。 由 于 蛋白 质 分 子 带 有 的 净 电 荷 数 的 差异 ， 
迁移 率 不 同 ,而 使 它们 在 电场 上 端 彼 此 分 离 , 将 它们 分 别 收集 就 可 达到 分 高 目的 。 但 实际 上 并 
非 如 此 简单 :导电 的 液体 在 电场 内 有 电流 通过 而 产生 热量 ,使 温度 升 高 ,进而 改变 了 液 流 的 密 
度 ; 在 电场 内 不 同 地 方 的 流体 密度 的 差异 引起 自然 扩散 或 对 流 ,使 已 经 分 离 的 不 同 组 分 再 次 混 
合 。 为 解决 这 个 问题 以 往 主要 采取 以 下 方法 。 


图 14-9 无 载体 连续 流动 电泳 原理 示意 图 
1 一 电泳 缓冲 液 入 口 ; 2 一 分 离 样品 入 口 ; 3 一 分 
离 物 出 日 ; 4 一 定子 ; 5 一 转子 ; 6 一 电泳 区 


(1) 使 用 很 薄 的 流动 液 膜 ,一 般 为 0. 5mm 。 液 膜 的 支持 平板 具有 冷却 功能 。 
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(2) 提高 液 流 粘度 ,以 抑制 扩散 和 对 流 。 

这 两 种 方法 的 缺点 是 电压 输出 低 , 大 规模 使 用 困难 。 为 此 采用 了 图 14 - 9 所 示 的 新 型 设 
备 。 液 流 在 两 个 同心 圆 桶 电极 之 间 的 环 状 空隙 通过 ,利用 外 圆 桶 电极 的 旋转 (一 150r/min) 稳 定 
自由 对 流 ,旋转 使 固定 的 内 桶 壁 和 旋转 的 外 桶 内 壁 之 间 环 状 电泳 空隙 建立 一 个 稳定 的 角速度 
梯度 。 在 操作 时 ,作为 电泳 载体 的 低 电 导 率 的 缓冲 液 通 过 泵 连续 流 过 环 状 空隙 ,在 柱 项 端 由 环 
状 狭 锋 分 流 器 分 流 成 29 份 ,并 分 别 收集 而 达到 分 离 目的 .在 无 电位 梯度 存在 的 条 件 下 ,样品 会 
沿 着 内 壁 以 膜 状 向 上 移动 ,从 柱 上 端 出 口 收 集 到 的 组 分 主要 分 布 于 开始 的 几 个 部 分 中 ,而 在 施 
加 电位 梯度 时 ,混合 物 中 的 每 个 组 份 按 它 们 所 带电 荷 在 环 状 空隙 的 截面 上 迁移 ,形成 抛物 线 轨 
迹 ,而 由 柱 上 端 俯视 时 ,分 开 的 各 组 份 如 同一 系列 同心 圆 。 


图 14-10 迷宫 式 平板 结构 图 (第 10 个) 图 14-11 连续 电泳 仪 的 三 维 结构 示意 图 
1 一 电泳 缓冲 液 入 口 ; 2 一 分 离 样品 入 口 ; 3 一 定子 
电极 液 入 口 ; 4 一 定子 电极 液 出 口 ! 5 一 转子 电极 液 
AU; 6 一 转子 电极 液 出 口 ; 7 一 收集 管 ; 8 一 转子 ; 
9 一 定子 ;，10 一 电泳 区 


在 环 状 空 阶 上 部 ,流动 的 电泳 缓冲 液 转向 907 ,由 迷宫 式 平 板 堆 狭 颖 分 流 收集 器 将 其 分 制 
为 29 个 部 分 。 迷 宫 式 平板 堆 狭 缝 分 割 收集 器 由 29 个 圆 形 平板 组 成 ,每 对 平板 之 间 有 狭窄 的 贺 
形 档 , 液 体 通 过 槽 沿 着 象 迷 官 一 样 的 通道 一 直到 达 接 近 中 心 点 的 出 口 。 迷 宫 式 平板 堆 确 保 从 图 
盘 的 周边 所 有 点 到 出 口 处 压 降 相同 。 单 个 迷宫 式 平 板 如 图 14 - 10, 将 每 个 平板 内 楼 的 方位 交 
错 排列 ,一 个 一 个 堆积 ,并 将 内 孔 从 上 到 下 逐个 对 正 ,形成 29 个 管道 。 紧 靠近 内 桶 壁 液 膜 流 由 
， 分 割 收集 器 的 最 下 面 的 通道 流出 ,而 靠近 它 的 液 膜 流 由 下 一 个 通道 流出 ,以 此 类 推 , 环 状 空 际 
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内 的 液 流 被 分 割 成 29 个 部 分 。 这 个 迷宫 式 平板 堆 分 割 收集 器 使 3mm 厚 的 环 状 滚 流 转向 90" 再 
分 割 ,消除 了 各 个 部 分 的 混合 。 在 设计 时 还 必须 考虑 电泳 时 电极 上 因 电 解 作用 产生 氧气 和 氧气 
的 问题 。 为 避免 产生 的 气体 在 电泳 缓冲 液 中 形成 气泡 , 环 状 空隙 的 内 外 壁 均 为 半 透 膜 , 使 转子 
和 定子 电极 的 电极 液 不 与 载体 缓冲 液 流 混合 .而 一 次 性 连续 流 过 电极 的 电极 液 可 将 电解 产物 
(包括 气体 ) 从 电极 室内 除去 。 电 泳 仪 的 三 维 结构 示意 图 如 图 14 - 11. 
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图 14-13 抗 嗜 血 因 于 涯 等 分 离 结果 图 14~14 猪 心 肌肉 粗 提 有 取 物 的 电 羔 分 离 结果 
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电泳 缓冲 液 和 电极 电解 质 通常 选用 具有 相同 电荷 的 组 分 。 电 泳 缓冲 液 从 环 状 空隙 的 内 定 
子 阴 极 壁 向 外 侧 的 转子 阳极 壁 迁移 。 电 泳 缓 冲 液 进入 电泳 仪 之 前 预 冷 到 2C 左 右 , 由 于 电泳 产 
热 ,从 出 口 流 出 时 温度 升 到 20 一 25C ,这 取决 于 使 用 的 电流 和 电压 。 电泳 样 品 的 蛋白 质 浓 度 在 
50mg/ml 以 上 ,给 样 速度 一 般 为 30ml /min ,实际 的 生产 能 力 为 100g/h ,分 辩 率 可 以 满足 一 般 
分 离 要 求 ,并 能 保持 产物 的 高 生物 活性 .样品 在 环 状 空 隙 内 的 存留 时 间 大 约 只 有 lmin。 其 完整 
设备 如 图 14-12. 

电泳 仪 上 的 多 个 阀门 系统 均 可 单独 调节 29 个 出 口中 的 每 一 个 ,使 单一 或 多 个 分 割 的 液 流 
分 配 到 两 个 收集 系统 的 任何 一 个 中 。 

连续 无 载体 电泳 仪 可 分 离 的 物质 范围 很 宽 , 从 很 小 的 分 子 ( 如 染料 ) 到 特殊 的 生物 材料 (如 
真 核 细胞 ) 均 可 分 离 。 如 用 冷 沉 淀 法 制备 的 人 抗 嗜 血 因子 大 制剂 中 仍 含 有 大 量 的 纤维 蛋白 原 ， 
”它们 的 存在 影响 抗 嗜 血 因 子 证 制剂 的 溶解 度 和 比 活 。 用 连续 无 载体 电泳 可 以 进行 连续 分 离 ,其 

结果 如 图 14 - 13 ,制备 的 抗 嗜 血 因子 硕 的 生物 活性 几乎 100%, 收 率 在 80% 以 上 。 

连续 无 载体 电泳 也 可 用 于 粗 提 取 物 的 分 离 纯 化 .图 14-14 为 猪 心肌 肉 的 粗 提取 物 的 电泳 
结果 。LDH 和 MDH 二 个 酶 峰 可 以 清楚 地 分 离开 ,同时 还 可 将 MDH 的 同 功 酶 分 离 , 经 两 次 电 
泳 , 酶 活力 回收 也 很 高 , 达 90— 10096, 

连续 无 载体 电泳 的 出 现 是 电泳 分 离 技术 的 重要 标志 , 它 的 商品 化 和 使 用 将 为 生物 技术 产 
物 的 分 离 纯 化 提供 一 有 效 的 技术 手段 。 由 于 它 操作 ,分 离 条 件 温和 和 极 好 的 分 离 效果 ,并 能 保 
持 产物 的 生物 活性 和 高 的 收 率 ,因此 其 具有 很 高 的 工业 应 用 价值 。 

电泳 分 离 技 术 虽 然 还 处 于 发 展 阶段 ,但 从 目前 发 展 状 况 看 ,作为 一 种 高 效 分离 技 术 在 生物 
技术 产品 的 工业 化 过 程 中 将 发 挥 重 要 作用 。 
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第 三 篇 “目标 产品 的 分 析 检 测 及 质量 控制 


第 十 五 章 ”目标 产品 的 蛋白 质 分 析 检 测 技术 与 质量 控制 
ZHE 
(中 国 科学 院 上 海 生物 化 学 研究 所 ,上 海 ,200031) 


蛋白 质 化 学 分 析 既 是 一 门 研 究 项 目 ,也 是 很 多 学 科 的 重要 基础 技术 .遗传 工程 中 下 游 处 理 
和 分 析 鉴 定 , 大 多 数 需 要 蛋白 质 分 离 分 析 技 术 。 

以 蛋白 质 一 级 结构 测定 为 例 , 虽 然 有 了 从 cDNA 演绎 蛋白 质 一 级 结构 的 简便 快速 方法 ， 
但 它 还 不 能 解决 一 些 演绎 后 氨基 酸 残 基 的 后 加 工 , 因 此 还 有 待 蛋 白质 分 析 作 最 后 的 肯定 。 此 
外 ,一 些 活性 位 点 和 结合 位 点 的 工作 ,目前 还 是 依靠 蛋白 质 分 析 法 。 

本 文 就 作者 实验 室 近 二 年 来 常用 的 现代 蛋白 质 化 学 技术 和 基因 工程 产品 的 检测 相 结合 ， 
谈 谈 自己 的 一 些 看 法 ,探讨 并 求 指正 。 


第 一 节 ”蛋白质 的 纯度 


遗传 工程 产品 蛋白 质 的 纯度 是 一 个 重要 的 指标 ,但 它 也 是 一 个 相对 的 指标 , 需 根 据 实 际 要 
求 而 制定 ,纯度 的 要 求 是 9596.99 96 3X, 99.9% ,正如 化 学 试剂 有 化 学 纯 、 分 析 纯 、 光 谱 纯 等 。 蛋 
白质 的 纯度 一 般 指 是 否 含有 其 它 杂 蛋白 ,而 不 包括 盐 、 缓 冲 液 离子 .SDS 等 小 分 子 在 内 。 和 蛋白 
质 纯度 如 用 百分数 表示 ,有 时 还 和 检定 方法 、 所 选用 仪器 的 参数 有 关 。 

目前 常用 的 鉴定 蛋白 质 纯度 方 法 有 : 聚 丙烯 酰 驼 上 凝 胶 电 泳 和 SDS -PAGE ,毛细管 电泳 
(CE) .等 电 聚 焦 (IEF)、.HPLC( 包 括 凝 胶 过 滤 、 各 种 反 相 HPLC、 离 子 色 谱 , 玖 水 色谱 等 ) ,此 外 
也 用 一 些 化 学 法 ,例如 观察 末端 是 否 均一 。 鉴 定 蛋 白质 纯度 的 方法 比较 列 于 表 15 - 1。 

应 该 指出 ,只 用 一 种 方法 鉴定 蛋白 质 纯度 是 不 够 的 ,至 少 应 该 用 二 种 以 上 的 方法 ,而 且 是 
二 种 不 同 的 分 离 机 理 的 方法 来 判断 蛋白 质 纯度 才能 比较 可 靠 。 因 为 常常 发 现 某 一 样品 在 凝 胶 
过 滤 中 是 纯 的 ,而 在 离子 色谱 中 却 分 辨 为 二 个 组 份 , 反 之 也 然 。 又 如 一 种 样品 用 凝 胶 过 滤 法 和 
SDS -PAGE 电泳 证 明 是 纯 的 ,但 这 仍 不 充分 ,因为 这 二 种 方法 的 机 理 是 相同 的 。 

在 遗传 工程 产品 的 鉴定 中 ,又 常常 发 现 N 端 是 不 均一 的 ,存在 着 微观 不 均一 性 。 例如 新 型 
IL - 2(Ser - 1250 8 N 端 , 部 分 是 Ala -Pro - Thr - Ser - Ser. ... ,部 分 是 的 有 Met , 故 其 序列 
Æ Met - Ala - Pro -Thr - Ser.... 。 但 一 般 不 影响 其 生物 活性 , 仍 认为 是 均一 的 。 
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表 15 一 1 几 种 鉴定 蛋白 质 纯度 方法 的 比较 


HPLC SDS -PAGE IEF CE 

分 离 机 理 极 性 - 非 极 性 分 配 ; 电荷 ;等 电 点 电荷 等 
分 子 大 小 ;离子 交换 分 子 大 小 

分 析 所 需 时 间 10—120min 几 小 时 10— 30min 

分 辨 力 好 好 好 

样品 体积 10 一 50hl ” 1 一 50ul 1 一 50nl 

灵敏 度 范围 纳 克 -微克 纳 克 - 微 克 皮 克 

定量 准确 性 十 土 十 

检 出 方式 紫外 ,荧光 ,折射 ,电化 学 染色 (可 见 或 荧光 ), 银 染 ; F HPLC 
放射 性 放射 自 显影 : 

仪器 价格 中 -高 中 一 低 中 -高 

日 常 消耗 低 . 高 低 

自动 化 v 有 限 v 

人 力 操 作 低 高 低 

制备 级 v v 微量 级 制备 

收集 样品 v v 较 困 难 


第 二 节 ”氨基酸 分 析 


自从 Spackman,Stein 和 Moore 建立 氨基 酸 自 动 分 析 方 法 以 来 ,无 论 在 方法 学 、 仪 器 自动 
化 或 高 灵敏 度 方面 都 有 了 很 大 的 发 展 。 

氨基 酸 分 析 可 以 分 为 柱 后 反应 法 和 柱 前 衍生 法 两 大 类 。 前 一 种 方法 是 将 游离 氨基酸 经 过 
色谱 柱 分 离 后 ,氨基 酸 再 与 显 色 剂 CH — B .荧光 胺 . 邻 葵 二 甲醛 ) 作 用 ,仪器 需 用 专门 的 氨基 酸 
分 析 仪 或 用 HPLC 加 上 柱 后 衍生 装置 。 这 种 方法 比较 稳定 ,因为 一 些 可 能 有 影响 “杂质 ?在 柱 
分 离 过 程 中 已 与 氨基 酸 分 开 , 然 后 各 自 再 与 显 色 剂 作用 .后 一 种 方法 是 把 各 种 氨基 酸 和 荧光 试 
剂 先 作用 生成 氨基 酸 的 衍生 物 ,然后 再 用 柱 把 各 种 衍生 物 分 离 , 直接 检测 衍生 物 的 荧光 ,这 种 
方法 的 特点 是 灵敏 度 高 , 检 出 极限 已 达 lpmol, 且 可 以 利用 HPLC 进行 氨基 酸 分 析 ,譬如 OPA 
技术 ,缺点 是 荧光 强度 依赖 时 间 而 变化 ,稳定 性 欠 佳 ,要 求 控制 很 严格 趾 。 近 年 来 报告 PITC 是 
一 种 很 有 效 的 柱 前 衍生 技术 ,并 且 可 以 在 254nm 下 检测 ,具有 简便 性 ,作者 也 作 了 一 些 尝 
iU. 

氨基 酸 的 水 解 方法 通常 采用 5. 7mol/L HO 真空 状况 下 在 110C 水 解 24h ,也 有 在 150€ 
下 快速 水 解 壬 。 不 同 条 件 下 ,各 种 氨基酸 的 回收 会 有 所 不 同 ,但 色 氨 酸 遭 受 破坏 ,通常 采用 
3mol/L 琉 基 乙 磺 酸 或 4mol/L 甲 磺 酸 来 防止 色 氨 酸 的 破坏 。 一 种 新 报导 的 方法 是 在 水 解 样 品 
中 加 入 保护 剂 十 二 烷 硫 醇 (Dodecanethiol) 和 EDTA , 据 称 色 氨 酸 的 回收 可 达 80947, 

最 近 Stein 实验 室 引 入 气相 水 解法 ,这样 操 作 方 便 , 样 品 的 损失 也 少 ,回收 高 。 目 前 已 有 
把 蛋白 质 水 解 、 自 动 进 样 .氨基 酸 分 析 和 定量 报告 联 成 一 个 系统 的 氨基 酸 分 析 仪 商品 出 售 。 

在 酸 水 解 条 件 下 半 胱 氨 酸 的 定量 很 不 准确 , 偏 低 很 多 .通常 在 酸 水 解 蛋 白质 前 用 过 甲酸 氧 
化 ,把 半 胱 氨 酸 氧化 成 磺 基 丙 氨 酸 (Cysteie Acid) ;或 先 还 原 蛋 白质 ,用 碘 代 乙酸 处 理 把 半 胱 氨 
酸 转 变 成 羧 甲 基 半 胱 氨 酸 。 一 种 较 新 的 方法 是 把 蛋白 质 用 DTT 还 原 后 ,加 入 乙烯 吡啶 (4- 
vinylpyridine ) 然 后 分 析 其 衡 生物 。 最 近 有 报导 用 DTDPA (3,3'- Dithiodipropionic Acid ) 与 半 
胱 氨 酸 和 胱 氮 酸 形成 Cys -MPA ,此 衍生 物 能 在 HPLC 中 和 其 它 氨基 酸 衍生 物 分 辨 开 , 故 可 
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用 于 准确 定量 半 胱 氨 酸 "= 。 

如 果 有 蛋白 质 样品 采用 电泳 法 (例如 SDS - PAGE) 分 离 到 样品 , 则 很 难 从 凝 胶 中 洗 脱 下 来 ， 
可 采用 电 印 迹 法 把 样品 转移 到 PVDF 膜 上 ,然后 在 PVDF 膜 上 直接 进行 盐酸 水 解 和 氨基 酸 分 
析 , 称 之 为 原 位 分 析 CGn suit)。 根 据 美 国 ABRF (Association of Biomolecular Resource 
Facilities) 氨 基 酸 小 组 的 报告 (1990 年 ) ,在 膜 上 分 析 氨 基 酸 的 误差 要 比 常规 方法 大 。 

人 们 在 进行 氨基酸 分 析 时 注意 到 了 精确 性 和 重复 性 ,而 常常 忽略 了 其 准确 性 .为 了 较 好 地 
评价 氨基 酸 分 析 的 准确 性 ,过 去 作者 用 胰岛 素 为 标准 样品 来 判断 分 析 方 法 的 可 靠 性 中 。 近 来 可 
采用 “测试 肽 ”的 方法 ,即将 20 种 常见 氨基 酸 人 工 合成 为 一 个 20 肽 。 然 后 酸 水 解 ,每 种 氨基 酸 
残 基 出 现 频率 都 是 1, 易 于 校正 回收 。 

在 遗传 工程 产品 的 分 离 鉴定 中 ,氨基 酸 组 成 分 析 意 义 究竟 有 多 大 ?鉴于 目前 氨基 酸 组 成 分 
析 的 水 平 ,一 般 50 个 氨基 酸 残 基 的 蛋白 质 ( 例 如 胰岛 素 ) 的 定量 分 析 是 可 以 接近 理论 值 的 ( 即 
与 序列 分 析 结 果 相 符 ) .而 100 个 左右 氨基 酸 残 基 的 蛋白 质 的 组 成 分 析 与 理论 值 产 生 较 大 的 偏 
差 。 分 子 量 越 大 ,这 种 情况 会 越 严重 。 这 主要 是 因为 不 同 氨基 酸 的 肽 键 在 水 解 条 件 下 ,有 些 水 
解 不 完全 ,有 些 则 被 破坏 ,很 难 作出 合适 的 校正 。 但 氨基 酸 分 析 仍 可 提供 重要 的 信息 ,例如 在 7 
-干扰 素 的 氨基 酸 组 成 分 析 中 ,测定 结果 总 是 比 理论 值 少 一 二 十 个 氨基 酸 ,特别 是 精 氨 酸 少 了 
很 多 ,而 5/8 的 精 氨 酸 是 集中 在 分 子 的 C 端 附近 ,从 而 为 7 -干扰 素 的 C 端 缺 失 提 供 了 重要 信 
息 。 


第 三 节 和 蛋 日 质 浓度 测定 和 分 子 量 的 测定 


古典 的 蛋白 质 浓度 的 测定 方法 有 克 氏 定 氮 法 .TCA 比 浊 法 、 双 缩 脲 法 、 福 林 - 酚 法 和 紫外 
法 。 克 氏 定 氮 法 太 繁 琐 。 双 缩 腺 法 需要 和 蛋白 量 较 大 ,不 够 灵敏 。 紫 外 法 比较 方便 又 不 损耗 蛋白 
样品 。 如果 某 一 样品 已 知 其 摩尔 消光 系数 , 则 可 以 很 准确 地 读数 和 计算 出 蛋白 质 浓度 。 在 未 知 
摩尔 消光 系数 的 情况 下 ,可 以 简单 地 测定 280nm 和 260nm 光 吸 收 值 , 然 后 用 公式 来 计算 。 

蛋白 质 浓 度 mg/ml —1. 55A280 一 0.76A260 
或 mg/ml=1.45A280 一 0.74A260 
很 多 人 也 采用 A280 光 吸 收 值 为 1 时 ,蛋白 质 浓度 相当 于 1mg/ml 来 粗略 地 计算 ,但 实际 上 常 
常会 产生 很 大 的 偏差 。 例 如 溶菌 酶 A280 光 吸 收 为 2.7 时 ,相当 于 1mg/ml, 而 血清 白 蛋 白 仅 
0. 6 时 即 为 1Img/ml。 也 有 用 远 紫 外 205nm 读数 为 31 时 相当 于 lmg/ml 或 220nm 读数 为 11 
时 相当 于 1mg/ml 来 计算 。 

顺便 指出 ,蛋白 质 达 到 一 定 纯度 时 ,核酸 量 减 少 , 故 A280/A260 比值 至 少 达 1.5, 甚 至 > 
2. 0, 这 与 各 和 蛋白质 本 来 性 质 有 关 ， 

Lowry 方法 是 应 用 最 普遍 的 ,但 它 有 几 个 不 足 之 处 ,比如 很 多 物质 (特别 是 去 垢 剂 ) 干 扰 
测定 ,此 外 Lowry 试剂 本 身 稳定 性 欠 佳 ,在 测定 过 程 中 要 求 在 一 定 浓度 下 和 保温 时 间 下 进行 。 
如 今 已 涌现 出 一 些 简便 和 更 机 动 灵 活 的 方法 ,很 受 人 们 的 欢迎 。 

用 考 马 斯 兰 G - 250 测定 蛋白 质 , 此 试剂 在 酸性 条 件 下 和 和 蛋白质 产生 反应 后 , 光 吸 收 峰 由 
465nm 转移 到 595nm ,不 但 灵敏 度 高 ,而 且 测 定 的 蛋白 质 浓度 范围 也 很 广 ,每 个 实验 室 都 可 以 
简便 的 配制 "6 。 

当然 有 条 件 用 氨基 酸 定量 的 方法 来 测定 蛋白 质 浓 度 是 最 可 靠 的 ,这 种 方法 结果 稍 偏 低 些 。 
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蛋白 质 分 子 量 的 测定 早期 采用 超 离心 分 析 法 和 光 散 射 方法 ,这 需要 较 高 级 的 专用 仪器 和 
较 多 量 的 蛋白 质 的 样品 ,目前 应 用 很 少 。 

二 十 多 年 前 采用 凝 胶 过 滤 法 测定 蛋白 质 的 分 子 量 , 应 用 最 广泛 的 是 Sephadex 系列 (G75、 
G100 ) 等 。 近 年 来 由 于 解决 了 分 离 介质 的 刚性 问题 ,有 了 HPLC 的 凝 胶 过 滤 系 统 ( 例 如 
WATERS k} 1—60,125,250 和 Backman TSK 2000SW , 3000SW 、4000SW ) ,这 样 测定 分 子 量 
只 需 lh 即 可 。 

但 在 一 般 实验 室 应 用 的 常规 方法 是 SDS -PAGE , 它 是 基于 在 SDS 存在 下 ,蛋白 质 表 面 都 
携带 了 大 量 负电 荷 而 呈 杆 状 分 子 ,在 此 情况 下 ,根据 其 分 子 形状 和 大 小 来 进行 分 离 。 用 量 约 
lug ,这 种 方法 误差 约 5% 一 10% ,但 极为 简便 。 

凝 胶 过 滤 是 测定 完整 蛋白 质 分 子 的 分 子 量 , 而 SDS-PAGE 是 测定 蛋白 质 亚 基 的 分 子 量 ， 

同时 用 这 二 种 方法 测定 同一 蛋白 质 分 子 量 ,可 以 方便 地 判断 样品 蛋白 质 是 否 竹 聚 蛋白质。 


第 四 节 肽 谱 


肽 谱 技 术 是 指 蛋 白质 被 酶 解 或 化 学 降解 后 肽 段 的 分 离 分 析 或 制备 。 

— BRE EU 

用 酶 或 化 学 法 裂解 蛋白 质 成 肽 段 。 

理论 上 胰 和 蛋白酶 裂解 的 肽 键 位 于 碱 性 氨基 酸 ( 携 正 电 荷 ) 一 一 精 氨 酸 和 赖 氨 酸 的 羧基 端 ， 
酶 解 有 时 不 完全 ,在 此 情况 下 ,一些 变性 剂 (4M 尿素 ) 可 加 入 消化 液 中 ,也 可 用 还 原 剂 DTT 还 
原 , 再 用 烷 化 剂 ( 碘 代 乙 酸 ) 烷 化 成 羧 甲 基 半 胱 氨 酸 , 它 能 很 好 地 和 方便 地 进行 氨基 酸 定量 分 
析 ; 硫 硫 键 也 可 以 在 消化 以 后 ,色谱 分 离 肽 之 前 来 破坏 。 

有 几 个 酶 的 作用 与 胰 蛋 白 酶 相似 ,Lys -C 内 上 肽 酶 只 作用 于 Lys (Lys -X 键 ) 而 不 作用 Arg 
-xX 键 ; 梭 菌 蛋 白 酶 只 作用 在 Arg 一 X 键 上 ,而 不 作用 于 Lys X 88. 而 V8 和 蛋白酶 作用 在 负电 
性 氨基 酸 的 羧基 端 (Glu,Asp) ERER T OHT. 8) ,V8 蛋白 酶 只 专 一 作用 于 Glu -X 键 。 

化 学 裂解 ,最 常用 的 是 省 化 氰 , 它 作 用 于 Met 羧基 端 和 其 次 一 个 氨基 酸 的 肽 键 上 , 例 Y-- 
干扰 素 有 4 个 Met ,在 溴 化 氰 作用 后 可 以 得 到 5 个 肽 段 。 

其 它 化 学 裂解 法 有 用 BNPS - 3 -P n, N - 氯 代 琥珀 酰 亚 胺 等 作用 在 Trp -X 键 上 ; 
用 2 - 硝 基 - 5 硫 氰 基 苯 甲酸 作用 在 X-Ccys B E RUE RITE Asn -Gy 键 上 或 稀 酸 作用 在 
Asp-Pro 键 上 。 


表 15-2 专 一 裂解 肘 键 的 方法 
BURN 修饰 剂 /反应 条 件 被 修饰 的 残 基 主要 裂解 部 位 


BUE PAESE (T rypsin? . — — Arg —X;Lys —X5; (XzÉPro) 
3 EAR CT rypsin) Z, BRE ECRIRE Lys. Arg -X 
(Methyl acetimidate ) 
胰 蛋 白 酶 (Trypsin) Fr BENT (Citraconic anhydride)” Lys Arg —X 
胰 蛋 白 酶 (Trypsin) 1,2 一 环 已 二 酮 Arg —X Lys—X 


(1,2— Cyclohexanedione ) 
BE EAE Trypsin) S PS UE (Ethylenimine) Cys Arg —X;Lys -X;Cys 一 又 


288 


SU 


裂解 剂 修饰 剂 /反应 条 件 被 修饰 的 残 基 主要 裂解 部 位 
内 肽 酶 Lys C 一 一 Lys-X 
© (Endopeptidase Lys C) 
梭 菌 蛋白 酶 (Clostripain) 一 一 Arg —X 
ERAEN (Chymotrygsin? . — — Trp —X;Phe;Tyr —X 
金黄 色 葡萄 球菌 蛋白 酶 ARRIK pH4. 0 一 Glu 一 X 
(S. protoase V8) 
金黄 色 葡 萄 球菌 蛋白 酶 磷酸 缓冲 液 pH7. 8 一 Asp—X;Glu—X 
(S., protoase V8) ` 
省 化 氰 (CNBr) 一 一 Met-X 
BNPS —3 — Æ nmt — — Trp—X 
(BNPS —Skatole) 
NARRAR EE 尿素 一 Trp—X 
[NCSCN — Chrosuccinimide)] 
N RRRA E 一 一 Trp —Xj;Tyr —X 
[NBS(N ~ Bromosuccinimide) ] 
2- 硝 基 -5- 硫 握 基 苯 甲 酸 一 一 X 一 Cys 
(2 一 Nitro 一 5 一 thiocyano 
benzoic acid) 
X (Hydroxylamine ) 一 一 Asn 一 Gly 
温和 稀 酸 水 解 ni, Se BS RR DEP 一 Asp 一 Pro 


(Mild acid hydrolysis) 


二 、 肽 谱 分 析 
最 早 称 之 为 Fingerprinting (指纹 术 ), 用 在 HbA 和 HbS 的 分 子 病 研究 中 。 即 将 HbA 和 
. HbS 分 别 用 胰 蛋 白 酶 酶 解 ,然后 将 他 们 的 肽 分 别 进行 纸 电 泳 ,再 转动 90" 进 行 纸 层 析 。ingram 
用 此 法 观察 到 HbA 和 HbS 之 间 有 一 个 肽 斑点 上 的 差别 ,进一步 的 肽 顺序 分 析 指 出 这 仅仅 是 
一 个 氨基 酸 残 基 ( 一 个 净 电 荷 ) 的 差别 ,正常 的 HbA 中 是 GluGB 一 6), 异 常 的 HbS PH Val- 
6), 

技术 发 展 到 现 阶段 , 肽 谱 (Peptide -Mapping)JH HPLC 和 CE 来 做 .HPLC 主要 是 用 RP — 
HPLC 根据 肽 的 长 短 和 葡 水 性 质 来 分 离 ,如 果 肽 亲 水 性 强 , 则 柱 不 能 滞留 住 这 些 亲 水 性 强 的 肽 
Bt , 达 不 到 分 辩 开 的 效果 ;如 果 某 些 肽 芒 水 性 很 强 , 往 往 会 粘 在 柱 上 洗 脱 不 下 来 ,而 CE 有 时 可 
以 避免 这 些 弊病 

图 15-1 为 用 HPLC 和 CE 做 的 人 生长 激素 的 酶 解 肽 谱 比较 。 

用 SDS -PAGE 来 进行 “ 肽 谱 ” 的 分 析 有 其 局 限 性 ,用 省 化 氰 化 学 裂解 蛋白 质 时 ,生成 的 肽 
段 较 大 (文献 上 常 称 为 Fragments ,而 不 称 为 Peptides ) ,由 于 肽 段 少 ,SDS -PAGE 可 以 根据 它 
们 的 分 子 量 不 同 而 分 辨 开 , 但 对 于 小 分 子 的 肽 ,往往 无 法 分 辩 或 在 染色 脱色 过 程 中 丢失 。 作 者 
用 省 化 氰 裂解 肌 红 蛋白 时 , 它 的 小 肽 CMw 约 2512) ,在 SDS -PAGE 和 Blotting 后 回收 仅 1054 
左右 (基于 氨基 酸 顺 序 分 析 ) ,再 小 的 肽 则 更 难 做 好 ,故此 法 有 它 不 足 之 处 , 同 理 , 也 不 适用 于 酶 
解 后 肽 谱 的 分 析 ， 
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R 15-1 人 生长 激素 ChGH) 的 酶 解 肽 谱 比较 
色谱 条 件 : 柱 :Aquapore RP —300(4. 6x 250mm) 
UE: Imt/min 
洗 脱 液 :A :0. 1%TFA ;B:0. 1%TFA/ACN 
梯度 .0% 一 20%B 20min 
20% 一 25%B 20min 
2594—50945B 25min 
检 出 :214nm 
毛细 管 电泳 条 件 :216V/cm 20nA 
缓冲 液 :0. 01mol/L Tricine 
0. 045mol/L Morpholine, 
0. 02moi/L NaCl, pH8. 0 
1 H1: 200nm 


10 11 12 13 14 15 16 
时 间 ， min 


三 、 两 种 新 技术 

1. 微 柱 HPLC 

HPLC 在 生命 科学 和 分 析 化 学 中 的 重要 性 已 是 人 所 丝 知 的 事 。 作 者 也 作 过 介绍 中 ,在 此 仪 
将 微 柱 (Narrow bore column)HPLC 近年 来 在 实验 室 中 的 应 用 作 一 概括 介绍 。 

本 实验 室 常 用 的 微 柱 为 50X lmm 1. D. 100 imm I. D. 。 另 一 种 非 固定 式 的 微 柱 由 柱 
套 (Holder) 和 柱 世 (Cartridge) 组 成 , 柱 世 内 径 2. Imm ,长 度 有 30mm , 100mm ,250mm3 种 。 柱 
芯 的 组 成 有 C18.C8.C4、.C2 和 和 DEAE 一 .CM -, Amino ~ Phenyl 一 .Cyano -, CX —AX — HIC 一 
等 ,可 以 任意 置换 。 柱 芯 售 价 比 常规 的 HPLC 柱 (250X4. 6mm I. D. ) 便 宜 得 多 。 

应 用 微 柱 分 析 或 分 离 样品 的 优点 是 : | 

(1) 分 辨 力 至 少 和 常规 HPLC — HE, 

(2) 回收 率 高 ”样品 在 柱 中 填充 料 上 的 非 专 一 性 吸附 比 以 往 的 柱 少 ; 

(3) 高 灵敏 度 ” 由 于 流速 一 般 为 100 一 200kl/min ,出 峰 时 间 短 , 即 峰 型 尖 窗 ,从 而 大 大 提 
高 了 检测 灵敏 度 ; 

(4) 消耗 溶剂 少 “以 流速 100p1/min .一 个 流程 lh 计算 ,作者 分 析 一 次 样品 只 需 6ml 洗 脱 
W. 

通常 应 用 微 柱 时 要 用 精确 输液 的 泵 .微量 流动 池 和 更 细 的 管道 .作者 实验 室 中 则 在 常规 的 

HPLC 仪器 上 安置 微 柱 ,在 柱 前 与 柱 后 均 换 用 更 细 的 管道 (内 径 0. 3mm) ,并 在 检测 器 终端 加 
上 反 压 调节 器 (Beckman 公司 ) 或 采用 几米 长 的 细 管 道 , 以 消除 由 于 气泡 释 逸 引起 的 噪音 , 取 
得 了 较 好 的 效果 。 | 

此 外 ,应 用 微 柱 (250x2. iImm) 进 行 PTH -氨基 酸 分 析 , 能 把 全 部 PTH -氨基 酸 分 开 , 灵 
敏 度 为 lpmol。 

图 15-2 为 羧 肽 酶 P 的 胰 蛋 白 酶 酶 解 肽 谱 。 
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A 215nm 


0.03 


0 20 40 60 
时 间 ，min 
图 15-2 RAKKE P 的 胰 和 蛋白酶 酶 解 及 谱 
样品 量 : 肽 酸 酶 P 2ug 
柱 ;RP-18 5HL 50mm X 1mm I. D. 
流速 :100pl/min — 检 出 波长 :215nm,0. 1 AUFS 
梯度 ,A.;0.1%TFA; B:0.085% TFA - 7096 ACN 
0-100%B 60min 


2. 毛细 管 电泳 

电泳 和 层 析 一 直 是 研究 蛋白 质 和 多 上 肽 的 重要 方法 。 毛 细 管 电泳 除了 具备 凝 胶 电泳 的 高 分 
辨 力 外 ,还 以 其 快速 .定量 、 重 复 性 好 、 灵 敏 度 高 及 自动 化 程度 高 等 诸多 优点 在 近 几 年 内 成 为 蛋 
白质 、 多 肽 力 至 其 它 生物 分 子 分 离 分 析 的 一 项 旭 新 且 重 要 的 技术 %]。 

毛细 管 电泳 和 HPLC 比较 ,其 理论 塔 板 数 高 20 一 100 倍 , 分 辨 力也 高 几 倍 ,分 析 样 品 时 间 
少 4~6 倍 , 且 在 非 变 性 条 件 下 进行 ,可 用 来 分 析 蛋 白质 和 多 肽 的 二 级 三 级 结构 差别 .如 与 平板 
凝 胶 电 泳 比较 , 则 省 去 了 需 琐 的 手工 操作 , 且 定 量 更 准确 。 

毛细 管 电泳 可 应 用 于 蛋白 质 . 多 肽 .核酸 的 结构 分 析 和 纯度 鉴定 以 及 药品 食品 检验 、 环 境 
污染 等 领域 。 ) 

但 是 ,毛细 管 电泳 仍 有 其 不 足 之 处 ,用 于 制备 还 存在 不 少 困 难 。 当 样品 较 稀 时 不 能 像 
HPLC 那样 进 样 较 多 体积 ,使 样品 吸附 在 柱 上 ,然后 洗 脱 下 来 ,目前 也 有 人 正在 从 事 这 方面 的 
发 展 研 究 。 因 此 毛细 管 电 泳 不 能 完全 取代 其 它 技 术 , 只 能 作为 一 种 互补 的 技术 ,扩充 生物 化 学 
家 和 化 学 家 的 实验 方法 。 


第 五 节 和 蛋白 质 一 级 结构 和 突变 点 的 分 析 


.天然 人 白细胞 介 素 -2(IL - 2) 由 133 个 氨基 酸 组 成 ,其 中 有 一 个 游离 半 胱 氮 酸 (位 于 第 
125 [D ,而 第 58 位 和 第 105 位 的 半 胱 氨 酸 形成 硫 - 硫 键 ,此 硫 - 硫 键 为 活性 所 必需 ,而 硫 - 硫 键 
的 错 配 对 ,可 降低 其 生物 活性 和 形成 抗原 性 。 用 蛋白 质 工程 方法 将 IL - 2 的 125 位 Cys 改 为 
Ser 或 Ala ,其 热 稳定 性 等 方面 都 有 较 明显 改善 。 l 

为 了 鉴定 新 型 IL - 2 的 蛋白 质 工程 突变 点 ,将 IL -2 用 TPCK - 胰 蛋 白 酶 水 解 后 ,进行 了 
291 


RP -HPLC 分 析 分 离 。 为 了 搜寻 点 突变 所 在 肽 段 ,可 以 用 几 种 方法 来 进行 ,例如 ;(1) 天 然 IL 一 
2 和 新 型 IL - 2 的 酶 解 图 谱 比 较 法 ,寻找 有 差别 的 肽 进行 顺序 分 析 ; (2) 荧 光标 记 Cys 残 基 , 比 
较 标记 前 后 新 型 IL -2 酶 解 图 谱 的 差别 ,从 而 鉴别 出 点 突变 的 肽 ;(3) 用 同位 素 标记 法 ;(47 由 
于 也-2 只 有 一 个 色 氨 酸 残 基 , 而 蛋白 质 的 280nm 紫外 吸收 主要 是 色 氨 酸 , 其 次 是 酪 氨 酸 和 
葵 丙 氨 酸 的 贡献 ,所 以 作者 采用 酶 解 后 分 别 用 214nm 和 280nm 检测 肽 谱 , 从 而 非常 简便 地 判 
斯 出 含有 Trp 的 肽 段 ( 残 基 121 133) 。 分 离 到 的 肽 段 再 经 过 CE 鉴定 确定 为 均一 ,最 后 进行 了 
该 肽 的 氨基 酸 顺 序 分 析 ,证 实 为 : 

121 125 . 130 133 

Trp —-Ile - Thr - Phr —-Ser -Gln —Ser — lIle — Ile -Ser - Thr - Leu- Thr 
从 而 由 蛋白 质 化 学 分 析 方 法 直接 证 明了 在 新 型 IL -2 rP Ser (125) KRAT RA IL 一 2 中 的 


Cyst . 


第 六 节 ”有 蛋白质 的 二 硫 键 分 析 


二 硫 键 和 殊 基 与 蛋白 质 活性 有 着 密切 的 关系 。 早 期 测定 殊 基 用 PMCB 法 ,后 来 用 DTNB 
和 NEMI, 可 以 研究 琉 基 分 布 以 及 与 活性 的 关系 。 

遗传 工程 产品 的 硫 - 硫 键 是 否 正 确 配 对 ,是 一 个 重要 的 问题 。 在 IL -2 中 ,如 果 形 成 错 配 
对 ,不 但 生物 活性 只 有 原来 的 1/400, 而 且 在 医用 后 会 引起 不 必要 的 麻烦 。 因 此 分 析 一 S 一 S 一 
正确 配对 是 一 项 必 不 可 少 的 程序 。 目 前 有 以 下 几 种 方法 可 以 借鉴 。 

a) 人 下-2 有 3 个 Cys。 由 天 然 世 -2 的 结构 分 析 得 知 Cys 一 58 和 Cys 一 105 形成 硫 - 硫 
键 ,而 Cys -- 125 以 游离 琉 基 形式 存在 。 为 了 阐明 重组 TIL - 2 的 硫 - 硫 键 是 否 以 正确 形式 配对 ， 
在 pH8. 5 下 用 3H - 碘 代 乙酸 处 理 IL -2, 在 这 种 情况 下 , 仅 游 离 的 琉 基 才能 与 "H - 碘 代 乙酸 作 
用 形成 相应 的 衍生 物 。 然后 再 还 原 和 用 "C - 碘 代 乙酸 煤化 。 因 此 ?H -标记 仅 在 肽 -11 上 (Cys - 
125) ,而 肽 -11 基本 上 无 Yc 的 放射 性 ,而 xc -的 放射 性 全 在 肽 12 和 肽 14 上 ,因此 说 明 rIL -2 
的 硫 - 硫 键 结构 和 天 然 IL - 2 是 一 致 的 "2 。 

(2) SOD 也 有 3 个 Cys, 一 级 结构 分 析 指 出 Cys -6 为 游离 琉 基 ,Cys 一 55 和 Cys 一 144 É 
成 硫 - 硫 键 . 通常 可 用 同位 素 标记 方法 来 判别 硫 - 硫 键 的 位 置 ,如 上 述 方法 一 样 。 但 应 用 同位 素 
在 国内 有 其 不 方便 之 处 ,作者 采用 化 学 修饰 法 来 判断 ,用 4 一 Vinylpyridine 与 天 然 的 SOD 作 
用 ,此 时 仅 Cys -6 和 化 学 修饰 剂 形成 衍生 物 ,此 衍生 物 在 254nm 有 特殊 吸收 ,因此 在 胰 蛋 白 
酶 酶 解 后 ,在 254nm 下 只 有 一 个 肽 峰 , 而 还 原型 SOD 经 同样 处 理 , 则 有 3 个 肽 峰 , 经 Edman 
法 测 3 个 肽 的 序列 ,得 知 肽 1 含 cys 6, Ek 2 € Cys 55, 8k 3 € Cys — 14409, KIRAR DL PR] 
15-3, 

(3) 直接 分 析 一 S 一 S 一 的 异 构 物 。IL —2 在 碱 性 条 件 下 可 以 形成 一 S 一 S 一 异 构 体 (Cys 一 
58 与 Cys — 125 或 Cys — 105 和 Cys — 125 形成 硫 - 硫 键 ) ,在 反 相 色谱 中 ,它们 的 梳 水 性 弱 些 ， 
git SUBE CL UU EU, 
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图 15~3 毛细 管 电泳 分 析 识 别 硫 - 硫 键 和 半 胱 氨 酸 的 肽 
电泳 条 件 :样品 浓度 :1pg/ 凡 , 进 样 3.5 一 7. Onl 
缓冲 液 :100mmol/L PBS 10mmol/L NaCl,pH2. 5 
毛细 管 直 径 50km ,长 ?zem(50cm 至 检 出 器 ) 
电压 :20kV 电流 :42pA 
检 出 :200nm( 上 图 ) 或 254nm( 下 图 ) 
左 图 是 还 原型 SOD， 右 图 是 氧化 型 SOD 


第 七 节 ”蛋白质 化 学 分 析 技 术 及 新 发 展 


在 蛋白 质 精制 纯化 上 ， 主要 是 层 析 和 电泳 法 。 
电泳 方面 的 新 发 展 主 要 是 毛细 管 电泳 和 制备 型 等 电 来 依 ( 克 级 水 平 )， 但 不 如 色谱 方法 成 


层 析 方面 主要 有 DEAE 柱 层 析 、 玻 水 色 层 等 经 典 方 法 ,近年 来 HPLC 的 应 用 相当 有 效 。 
电 印 迹 (Blotting 技术 也 发 展 到 了 一 个 新 水 平 , 可 以 用 于 微量 制备 (1 一 10wg) ,然后 可 以 在 
膜 上 直接 进行 氨基 酸 分 析 , 也 可 以 在 膜 上 进行 BrCN 裂解 和 各 种 酶 解 ,然后 分 离 到 肽 段 ,并 可 
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在 膜 (硝酸 纤维 膜 \.PVDF 膜 .ProBlott 膜 ) 上 直接 进行 蛋白 质 顺序 分 析 5s5.36 ,作者 也 将 此 技术 
应 用 在 工作 中 。 

目前 测定 蛋白 质 一 级 结构 的 主要 方法 有 :蛋白 质 化 学 方法 (主要 是 Edman 降解 法 测 N 端 
和 用 羧 肽 酶 或 化 学 法 从 C 端 测 起 ) 和 从 cDNA 来 演绎 的 方法 。 其 它 方法 有 质谱 法 和 二 维 核磁 
共振 法 。 

利用 cDNA 法 测定 的 最 长 蛋白 质 是 脱脂 脂 蛋白 B - 100(4536 个 氨基 酸 残 基 ), 用 经 典 的 
蛋白 质 化 学 分 析 法 测 得 的 最 大 蛋白 质 是 人 凝血 体系 中 的 Von willebrand 因子 (2050 TAER 
残 基 )。 从 蛋白 质数 据 库 来 看 , 约 一 半 来 自 cDNA ,一 半 来 自 蛋 白质 化 学 法 。 SUR cDNA. 技术 发 
展 很 快 ,也 方便 ,但 目前 还 不 能 取代 经 典 的 蛋白 质 化 学 方法 ,例如 部 分 顺序 测定 对 识别 蛋白 质 
的 功能 结构 域 或 蛋白 质 活性 部 位 以 及 化 学 修饰 部 位 ,还 是 离 不 开 经 典 的 蛋白 质 化 学 方法 。 

近 2 年 来 作者 应 用 了 液 相 脉冲 蛋白 质 /多 肽 自动 顺序 分 析 仪 ,灵敏 度 约 10pmol, 加 上 微机 
进行 数据 处 理 和 分 析 , 既 灵敏 又 方便 ,但 机 器 有 时 会 出 现 读 / 写 错误 ,还 是 需要 有 经 验 的 工作 者 
加 以 最 后 判断 才 是 最 可 靠 的 。 

基于 DNA -顺序 测定 方法 的 启示 ,在 蛋白 质 顺 序 测定 中 能 否 采 用 类 似 的 步骤 ,用 同位 素 
或 荧光 标记 蛋白 质 的 N 端 和 赖 氨 酸 的 。- 氨 基 , 然 后 部 分 专 一 性 裂解 成 有 相同 分 子 数 ,但 分 子 
大 小 不 同 的 肽 段 ,被 标记 的 肽 根据 分 子 量 不 同 用 SDS/PAGE 分 开 , 而 后 用 类 似 DNA 顺序 的 
方法 读 “ 图 谱 ?* 而 演 释 出 顺序 ,这 种 方法 自 报导 后 尚未 见 什 么 进展 6729 

C -端的 测定 ,经 典 的 是 用 羧 肽 酶 的 方法 ,近年 来 虽 用 CpY、CpP, 但 基本 方法 仍 是 一 样 的 。 
目前 很 多 活性 多 肽 C - 端 为 酰胺 和 生物 活性 有 重要 关系 , 且 cDNA 起 始 于 C - 端 ,因此 C. - 端 测 
序列 的 方法 也 有 了 新 的 进展 。 除 用 快 原子 猴 击 与 质谱 或 核磁 共振 联 用 外 ,主要 开展 了 用 类 似 N 
-端的 化 学 方法 (Edman 法 ) ,并 在 顺序 分 析 仪 上 进行 。 近 年 此 法 已 可 连续 分 析 约 10 个 循环 ,其 
灵敏 度 在 纳 摩 尔 水 平 上 。 主 要 困难 在 产 率 .重复 效率 等 不 够 理想 , 尚 有 待 进一步 发 展 D?'29。 


第 八 节 RE 


在 美国 ,FDA 很 明确 表示 ,在 遗传 工程 产品 生产 过 程 中 不 允许 有 SDS 参与 ,而 在 国内 都 
一 直 是 一 个 悬而未决 的 问题 。SDS 与 蛋白 质 要 形成 复合 物 , 且 结合 量 与 蛋白 质 的 性 质 和 SDS 
的 浓度 有 关 。 一 旦 形成 复合 物 后 ,其 空间 结构 与 原来 蛋白 质 已 大 不 相同 ,这些 早 已 由 平衡 透析 
法 ORD 谱 学 研究 所 证 实 。 

在 作者 的 工作 中 观察 到 蛋白 质 结 合 上 SDS 后 PI 产生 变化 ;除去 SDS 后 一 些 蛋白 质 的 PI 
不 能 恢复 ;而 a 螺旋 和 一 S 一 S 一 键 含量 高 的 样品 PI 可 以 恢复 ,可 能 是 因为 它们 本 来 的 构象 变 
化 不 大 。 文 献 报导 有 些 蛋 白质 透析 除去 SDS 后 , 仍 是 一 种 不 同 于 原来 蛋白 质 的 构象 "1, 更 显示 
出 遗传 产品 中 加 入 过 SDS 的 严峻 性 。 虽 然 采 用 了 很 多 方法 除去 SDS ,但 用 什么 方法 才能 定量 
证 实 加 入 的 SDS 已 除 尽 , 却 是 一 个 问题 。 

在 作者 的 工作 中 观察 到 ,SDS 处 理 过 的 IL - 2 玖 水 性 增加 ,在 HPLC 色谱 行为 上 与 未 经 
SDS 处 理 过 的 IL - 2(Hoffman -La Roche 产品 ) 显 然 不 同 , 可 能 反映 出 它们 在 构象 上 有 所 不 
同 。 

二 硫 键 正 确 配 对 方面 ; 

二 硫 键 异 构 酶 有 利于 二 硫 键 的 正确 配对 中, 邹 承 鲁 实 验 室 已 报导 此 酶 能 使 错 配 对 的 胰岛 

294 


素 形 成 正确 配对 的 胰岛 素 分 子 , 近 年 来 报导 了 Chaperone 能 促进 蛋白 质 的 折 驮 和 装配 Cs20, 它 
先 紧 紧 结合 到 未 折 和 的 蛋白 质 上 ,然后 释放 它们 成 折 得 状 ,同时 消耗 100 分 子 ATP。 这 些 信息 
对 硫 - 硫 键 正确 配对 是 有 用 的 ,但 问题 在 于 同时 又 引入 了 一 个 新 的 蛋白 质 。 是 否 能 把 这 些 蛋白 
质 固定 化 后 用 于 解决 二 硫 键 的 正确 配对 ? 不 妨 一 试 。 
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